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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Név

1égkori nyomast kémiai ionizacid (atmospheric pressure
chemical ionization)

titk6zési energia (collision energy)

valos idejli kovetlen analizis (direct analysis in real time)
elektroporlasztasos ionizacio (electrospray ionization)

folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria
(liquid chromatography coupled with mass spectrometry)

folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem
tomegspektrometria (liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry)

matrix segitette 1ézer deszorpcid/ionizacid (matrix assisted
laser desorption/ionization)

tomegspektrometria (mass spectrometry)
tandem tomegspektrometria (tandem mass spectrometry)
harmas kvadrupdl (triple quadrupole)

kvadrupoél-repiilési id6 analizator (quadrupole-time of
flight analyser)

repiilési 1d6 analizator (time of flight analyser)

disszocidlatlan hanyad (survival yield)
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2. BEVEZETES

Kutatdsaimat a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén
végeztem, ahol természetben el6forduld, vagy szintetikusan eldallitott
molekuldkat vizsgaltam tomegspektrometriai moddszerekkel. Doktori munkédm
sordn harom vegyiiletcsaldddal foglalkoztam, amelyek koziil az els6ben a
buprenorfin és eldallitdsanak koztitermékei talalhatoak. A masodik csoportba a
mariatovis novényi extraktumanak a szilimarinnak a komponensei, a harmadik
csoportba pedig, a poli-(2-etil-2-oxazolin) élépolimerizacidval eldallitott polimer
sorolhatdé. Minden altalam vizsgalt molekula orvosbiologiai jelentdséggel bir. A
buprenorfint féként fajdalomesillapitoként hasznaljak, a szilimarint majvédo
hatdsa miatt. A poli-(2-etil-2-oxazolin) polimer a polietilénglikolhoz hasonléan
potencialisan gydgyszer-vivoanyagként alkalmazhato.

Ezen vegyliletek karakterizdlasdhoz ma mar elengedhetetlen a pontos tomeg
ismerete, ami tomegspektrometridval hatdrozhaté meg. Lagyionizacidos modszer
segitségével a teljes molekula ionizaldodik addukt ionok képzddésével, igy a
tomegspektrumban megjelend tomeg/toltés értékbdl kozvetleniil meghatarozhatod
a semleges molekula tomege. Kelléen nagy felbontasti tomeganalizator
segitségével a molekulatomeg 3-5 tizedesjegy pontossaggal mérhetd, ezaltal a
molekula Osszegképlete is nagy bizonyossaggal megallapithatd. A molekula
szerkezetérdl azonban a pontos tomeg még nem arul el informacidt, ehhez
MS/MS spektrumok felvételére van sziikség. A keletkezett fragmens ionok
tomege ¢s gyakorisiga mar elegendd informdaciot szolgaltat a szerkezet
igazolasara vagy felderitésére.

Az irodalomban szdmos analitikai modszer taldlhaté a buprenorfin
mennyiségi és mindségi meghatarozasara, amely soran folyadékkromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometrids (LC-MS), vagy tandem tomegspektrometrids (LC-
MS/MS) detektalast alkalmaznak. Mas morfin szarmazékoktol eltérden, a
buprenorfin fragmentacios viselkedését részletesen még nem vizsgaltak. Ezek a
vizsgalatok a buprenorfin és szarmazékai azonositasa szempontjabdl feltétleniil
sziikségesek. Feltérképeztiik a keletkezd fragmens ionok tomegét, és javaslatot
tettiink szerkezetiikre. Osszehasonlitottuk a rokonvegyiileteket, és meghataroztuk
a kozos alapszerkezetre jellemz6 fragmens ionokat. Azokat az ionokat is kerestiik,
amelyek egymadstdl meg tudjak kiilonboztetni a rokonvegyiileteket. Ezen kiviil
vizsgaltuk a fragmentéci6 energiafiiggését, ami a bomlds mechanizmusat segitett
feltérképezni. A fragmentacidé energiafiiggése megmutatja, hogy egy adott

specifikus fragmens ion keletkezése milyen iitkdzési energia tartomdnyban
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jellemzd. Egy kivalasztott iitkdzési energian felvett spektrumban a legintenzivebb
fragmens ion egy masik {itk6zési energian lehet, hogy meg sem jelenik. A tobb
energian rogzitett spektrumok tomegspektrometriai adatbazisokba bekeriilve
segithetik az ujjlenyomatszer(i azonositast.

A madriatdvis gyogyndvény extraktuma a szilimarin, ami valdjaban tobb
hatéanyag keveréke. F6 komponense a szilibin és az izoszilibin, azonban dsszesen
11 azonos 0Osszegképletli, de kiilonbozé szerkezetli komponensét tudtunk
detektalni LC-MS modszerrel. Ezek koziil a nagyobb mennyiségben jelenlévd
vegyiileteket, az emlitett f&6 komponenseket, valamint a szilidianint és a
szilikrisztint mar vizsgaltdk MS/MS koriilmények kozott és javaslatot tettek a
keletkezd fragmens ionok szerkezetére. Azonban a fragmentécio energiafiiggését
még nem vizsgaltdk. A két hasonld szerkezetli vegyiilet, a szilibin és az
izoszilibin spektrumdban taldlhato kisebb eltéréseket sikeresen értelmeztiik a
fragmentacios utak eltérd energiasziikséglete alapjan.

A poli-2-oxazolin egy olyan uj polimer, amely harom kiemelkedd
tulajdonsdga miatt keriilt az érdeklddés eldterébe. Az eldallitasi technikénak
(élopolimerizacid) koszonhetden a kapott termék sziik molekulatomeg eloszlast,
a lancvégeken ¢és a lanc kozben is konnyen funkcionalizalhato. A polimer
biokompatibilis. Ennek kdszonhetden potencidlis felhaszndlasi teriilete
sz¢leskorli, ezért pontos karakterizalasa sziikséges. Egy polimer jellemzésére a
szamatlag- vagy a tomegatlag-molekulatomeg (M, vagy M,,) és a polidiszperzitas
(My/M,) mennyiségek hasznilatosak. Altalinosan hasznalt médszer a
tomegspektrometria. Ezzel a modszerrel a polimer sorozat kiilonb6zd
lanchosszusagu tagjai kiilon-kiilon lathatoak, igy a molekulatomeg eloszlas
mellett meghatdrozhatd a polimer ismétlddé egységének és a lancvégen 1évo
csoportoknak a molekulatomege. A protonalt poli-(2-etil-2-oxazolin) MS/MS
bomlasi utakat, és javaslatot tegylink a keletkezd fragmens ionok szerkezetére.
Osszevetettiik az elektroporlasztasos ionizacié (ESI), a 1égkdri nyomasu kémiai
ionizacio (APCI) és a valds idejii kozvetlen analizis (DART) technikékkal
itkozés altal kivaltott fragmentacié esetén kapott eredményeket. Emellett

crer

energiafliggését is.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Lagyionizacios tomegspektrometria és alkalmazasai

A kezdeti nagy energidju, ugynevezett kemény ionizacidés modszerek még
korlatozott szamu vegylilet vizsgéalatdra voltak csak alkalmasak, és a kapott
eredmények kiértékelése is nehézkes volt. A lagyionizacidés technikdk
megjelenésével a vizsgalhato vegyiiletek szama megsokszorozodott, és a kapott
eredmények konnyebben értelmezhetévé valtak.! Az ionforrasok mellett az
analizatorok tekintetében is jelentds fejlddés tortént. Az wjabb analizatorokkal
lehetdvé valt 4-5 tizedesjegy pontossaggal meghatarozni a vizsgalt ionok
tomeg/toltés értékét, ami 100-900 m/z vegylileteknél mar nagy bizonyossaggal
igazolja a feltételezett Osszegképletet.” A tovabbiakban réviden bemutatom
azokat az ionforrdsokat ¢és analizatorokat, amelyeket a kutatdsaim sordn
hasznaltam.

3.1.1. Ionforrasok

Matrix segitette 1ézer deszorpcio és ionizacié6 (MALDI). A MALDI volt
az elsd lagy ionizaciés modszer, vagyis a vizsgalanddé molekula fragmentéacio
nélkil keriilt gaz féazisba és ionizalodott. A leggyakrabban alkalmazott
mintael6készités sordn a mintat egy megfelelé matrix anyaggal kell 6sszekeverni.
A minta-matrix keverék a mintatarté lemezre felcsoppentve megszarad, és
vakuumban egy nitrogén lézer kozli vele az ionizécidhoz sziikséges energiat. A
lézer fotonokat a matrix anyag nyeli el, ezt kdvetden deszorbealddik a feliiletrdl.
A vizsgaland6 vegyliletnek a gerjesztett allapotban 1évé matrix anyag adja at az
energiat, igy kiméletesen ionizalja.’ Héérzékeny és nagy molekulatdmegii (akar
10°-10° Dalton) makromolekulak, példaul enzimek is fragmenticio nélkiil
ionizalhatoak ezzel a technikéval.

Elektroporlasztasos ionizacio (ESI). Az ESI ionizacié* nem vakuumban,
hanem légkdri nyomdson zajlik. Az oldat fazisban 1évé analit egy kapillarison
keresztiil jut be az ionforrds porlasztjaba. A porlaszté kapilldrisa és a
tomegspektrométer bevezetd kapillarisa kozotti fesziiltségkiilonbség hatasara az
oldoészercseppek feliiletén t6ltés halmozodik fel. Az ionforrasban egyre kisebb
méretl, feliiletiikon egyre nagyobb toltéssiiriiségii cseppek keletkeznek a parolgas
kovetkeztében. Az ionok kialakuldsa kétféle elmélet alapjan értelmezhetd, a

4
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toltésvisszamaradasi vagy az ionparolgasi modellel. A toltésvisszamaradasi
elmélet alapjan az olddszer parolgasa kovetkeztében a toltott csepp feliileten
megnd a toltésslirliség, a toltéstaszitas hatdsdra a csepp szétrobban, és kisebb
cseppek majd ionok keletkeznek. Az ionparolgasi modell alapjan a nagy toltott
cseppekbdl kisebb, toltéssel rendelkezd ionok szakadnak ki. Az ionizécid
mechanizmusénak kdszonhetden a molekulak kisebb ionokkal adduktot képezve
ionizalddnak. Az sem ritka, hogy a vizsgalandé molekula dimerként is megjelenik
a spektrumban. Nagyobb molekulatdomeg esetén gyakori a tobbszords toltésii
ionok képzédése.” A kiilonbozé toltést, igy kiilonbozé m/z értékli ionok egy
sorozatot alkotnak a spektrumban.

Az ESI a legelterjedtebb ionizéacios technika a folyadékkromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometrias modszereknél (LC-MS). A két miszer
Osszekapcsolasahoz sziikség van egy splitterre, amely lecsokkenti a folyadék-
kromatograf kolonn4jarol tavozoé eluensaramot az ionforrdsnak megfeleld értékre.
LC-MS kapcsolt moédszereknél csak olyan eluensek hasznalhatoak, amelyek MS
kompatibilisek. A nem illékony pufferek, példaul a gyakran hasznalt foszfat nem
hasznalhat6, mert visszaszoritja a vizsgalando6 vegytilet ionizélci(')jeit.6

Légkori nyomasa kémiai ionizacié (APCI). Légkori nyomdson zajlo lagy
ionizécios technika. Az oldatfdzisi mintdt ennél a mddszernél is egy porlasztd
juttatja az ionforrasba, fontos kiilonbség azonban az ESI-t6l, hogy a porlaszto
kapillarison nincs fesziiltség, vagyis a parologtatds és az ionizacio két kiilon
1épésben torténik. Az oldoszeraram nagyobb hémérsékleten keriil gazfazisba. Az
ionizacid ezutan torténik korona fesziiltség rakapcsolasaval. A vizsgédlando
vegylilet a koronafesziiltség eldjelétdl fliggden protonalodik vagy deprotonaldodik.
Az APCI hatranya, hogy az ionforrasban alkalmazott nagy hdmérséklet miatt nem
alkalmas héérzékeny anyagok és nagy molekulatomegii anyagok vizsgélatara.

Ez az ionforras is hasznalhat6 folyadékkromatografidval kapcsolva. A
nagyobb homérsékletli porlasztds lehetévé teszi, hogy a kolonnarol érkezd
eluensaram akar gyengitetleniil az ionforrasba keriiljon. Az elvalasztashoz
hasznalt eluens egyben az ionizdcidhoz sziikséges segédolddszer szerepét is
betolti.

Valés idejii kozvetlen analizis (DART). Gyakorlatilag mintael6készités
nélkiili technika, géz, folyadék vagy szilard halmazallapoti mintdk elemzéséhez.’
Az ionforréds nyitott, az ionizacidhoz sziikséges elektromos kisiiléssel gerjesztett
gazt szolgaltatd egység a tomegspektrométer belépd nyilasaval szembe
helyezkedik el. Egy specidlis egység a gerjesztett gdzbol elektrosztatikus térben

5
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levélasztja a gazionokat, és a kilépd semleges gerjesztett gazt 200-300 °C-ra
melegiti. A kilépd gazaram a levegd nedvességtartalmat ionizalja, ¢és a keletkezd
ionklaszterek az dramba helyezett mintaval iitkézve ionizaljak azt. Az ionizalt
analitot a gdzaram szallitja a tomegspektrométer belépd nyilasahoz.

3.1.2. Analizdatorok

Az analizator feladata az eltérd tomeg/toltésti ionok elvalasztasa egymastol,
statikus vagy valtozd elektromos és magneses mezdben. Az analizatorok nagy
vakuum alatt miikdodnek annak érdekében, hogy az ionok mozgasat ne
akadalyozzak iitkozések. Egy adott analizator fobb jellemz6i a vizsgalhato
tomegtartomany, a felbontas ¢és a tomegpontossag. Kutatdsom soran kéttipust
analizatorral dolgoztam a kvadrupol (Q) és a repiilési id6 (TOF) analizatorokkal,
igy a tovabbiakban ezeket mutatom be részletesen.

Kvadrupdl analizator (Q). Az analizator 4 parhuzamosan elhelyezkedd
elektrodbol all. Ezekre egyen- illetve nagyfrekvencias valtofesziiltség dsszetevdjii
fesziiltséget kapcsolnak. Az ionforrasbol egyenletes gyorsitofesziiltség hatdsara
érkezd ionok a 1étrejove elektrosztatikus térben méretiiktdl fliggden kiillonbozo
energiat képviseld trajektoriara allnak az analizatorban. Az elektrodokra kapcsolt
valto- és egyenaram nagysaga hatarozza meg, hogy milyen méretli ionok képesek
keresztiil haladni az analizatoron. A nemkivanatos ionok az elektrodokba iitkzve
elvesztik toltésiiket, és a vakuummal tdvoznak. A kivalasztott tomegtartomany
néhanytdl tobb szaz m/z értékig is terjedhet. A kvadrupolt gyakran hasznaljak
mas analizatorokkal 0Osszekapcsolva, példaul a harmas kvadrupol (QQQ)
analizator harom egymdashoz kapcsolt kvadrupolbol épiil fel, amelyekbdl a
kozépso egy litkozési cella. Nagyobb felbontds és tomegpontossag is elérhetd,
amennyiben a harmadik kvadrupol helyett egy repiilési id6 analizator szerepel

(QqTOF).

Repiilési idé analizator (TOF). Mikddésének elve, hogy azonos
elektromos tér altal gyorsitott ionok tomegiiktdl fliggden eltérd id6 alatt érnek el
egy erStér mentes repiilési cs6 végén talalhatd detektorhoz.® Az ionok
impulzusszeriien keriilnek a repiilési csObe, igy az analizis nem folyamatos. Minél
hosszabb a megtett ut, annal nagyobb az analizator felbontasa. Atlagosan 1-1,5 m
hosszu repiilési csovek vannak forgalomban. A felbontids tovabb ndvelhetd a
repiilési cs6 végére beépitett reflektronnal.’ A reflektron hasznalataval egyrészt
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nd a megtett Uthossz, masrészt az eltérd kiindulasi energiaju ionok sebességét
kiegyenliti tovabb ndvelve a felbontdst. A TOF analizator altal lefedett
tomegtartomany széles, tobb tizezres. Nagy tomegli ionok esetén a reflektron mar
nem hatékony, ezért a MALDI-TOF tomegspektrométerek esetében az
analizatorhoz két detektor is csatlakozik. Az egyik a repiilési csé végén, a masik
pedig az analizator bejarata mellett helyezkedik el. Az utobbi reflektron modban
hasznalhat6. Az analizator tOomegpontossaga ¢és a felbontdsa is nagy: a
vizsgalandé vegyiilet tomege 3-4 tizedesjegy pontossaggal meghatarozhato.

3.2. MS/MS fragmentacios vizsgalatoknal alkalmazott fogalmak és grafikus
modszerek

Utkozés altal kivaltott fragmenticié (Collision induced dissociation:
CID). Utkdzés 4ltal kivéltott fragmentdciorol beszéliink, ha a disszocidciot
gazmolekulakkal valé rugalmatlan iitkozés valtja ki. Utkdzési gazként nitrogén
vagy argon hasznalatos. Egy adott ionban a kotéshasadéas tobb kisebb energiaja
itkozés Osszegzddéseként is bekovetkezhet. A kvadrupol {itkdzési celldban
altalaban 10-50 {itkozés sziikséges egy kotéshasadashoz. Az energia- ¢és
impulzusmegmaradas torvényei szerint a gazrészecskékkel torténd iitkdzés soran
az ionok kinetikus energidjanak csak egy része alakul 4t bels6 energidva:

E, = ﬁEkm
i g

ahol E., tomegkdzépponti energia, az a maximalis energia, amely belsd
energiava alakulhat, m, a gazrészecske, m; az analition tomege, Ey;, pedig az
analition kezdeti mozgési energidja.

Osszekapcsolt tomeganalizatorral felszerelt késziilékben (QqTOF) végeztiik.
Altaldnosan elmondhaté, hogy kapcsolt tomeganalizatorok esetén az elsd
analizator, jellemzdéen egy kvadrupoél, vélasztja ki a vizsgalando prekurzoriont,
ami az Uitkozési cellaba 1€p. Az litkozési cella is altalaban kvadrupol, amiben a
belépd, adott energidju prekurzorion gazmolekulakkal {itkdzve fragmentalodik. A
harmadik analizator a fragmenseket valasztja el m/z szerint. Ezzel a technikaval

crcr

tovabbi fragmentéacidja mar nem tanulményozhaté. Amennyiben magasabb rendi
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fragmensek keletkezését kivanjuk tanulméanyozni az altalam hasznalt késziilékkel,
ugy az elsdgeneracidos bomlastermékeket mar az ionforrasban elé kell allitani.
Ezutdn az elsdgenerdcios fragmensek koziil vélasztjuk ki azt, amit tovabbi
fragmentacionak vetiink ala. Ez a modszer a pszeudo-MS® technika.

A folyadékkromatografidval kapcsolt tandem tomegspektrometrids
modszerek (LC-MS/MS) nagy elénye, hogy egyetlen analitikai elemzésbdl tobb
informéciot kaphatunk a vizsgdlandd anyagrol. Ezen informaciok, példaul a
retencidés 1id6 Onmagaban nem lehetne elegendd ahhoz, hogy egyértelmiien
azonositsunk egy vegyiiletet, hiszen koeludlodhat barmilyen vegyiilettel,
amelynek hasonld a polaritasa és a visszatartdsa az adott kromatografias
rendszerben. Onmagédban, a tdmegspektrumbol kiolvashatd tomeg/toltés érték
sem irhat le egyértelmiien egy molekulat. Abbol az izotdép csucsok tdvolsagat
megvizsgalva megallapithatjuk az ion toltését, ennek ismeretében az ion tomegét.
Ha elegenddé felbontasti és tomegpontossdgu tomegspektrométerrel mértiink,
akkor az ion pontos tomegébdl matematikai szamolassal javaslatot tehetiink egy
feltételezett Osszegképletre, azonban az ehhez tartoz6 szerkezeti képletrdl, az
atomok kapcsolodasi sorrendjérédl nem kapunk informéciét. Ha azonban LC-
MS/MS technikat hasznilunk a retencidos idén és a molekulatomegen vagy
Osszegképleten tul egy jellemzd fragmens ion is segit a molekula azonositasaban.
Ez a technika nagy érzékenységli mennyiségi meghatarozasra is alkalmas.

Disszocialatlan hianyad (survival yield: SY). A fragmenticio mértékét
kvantitativan leir6 mennyiség a disszocialatlan hanyad, amely jellemzi az MS/MS
spektrumban a prekurzorion és a fragmensionok aranyat.'™'""'* A disszocialatlan
hanyad a kovetkezd egyszerii egyenlettel definialhato:

SY = L
1p+21f

ahol Ip a prekurzorion intenzitisa, XIr az Osszes fragmension intenzitasanak az
Osszege. A SY ¢értéke a definiciobdl addédoan 0 és 1 kozé esik. A SY az
alkalmazott {itkdzési energiaval valtozik. Minél nagyobb energidval torténik a
fragmentacio, annal tobb fragmension jelenik meg, és annal kisebb a prekurzorion
intenzitdsa az MS/MS spektrumban. Az {itk6zési energia fliggvényében abrazolt
SY értékek egy csokkend szigmoid alaki gorbére illeszkednek. A  gorbe
jellegzetes pontja az SY=0,5 értékhez tartozo {itk6zési energia (CEs), masképpen
az 50%-os fragmentaltsaghoz sziikséges energia értéke. Az SY gorbébdl a CEsy
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értéke kétpontos linearis interpolacioval hatdrozhato meg.'® Ezt az energiaértéket
karakterisztikus litk0zési energianak is nevezik.

Letorési gorbe (breakdown curve). Egy adott fragmension intenzitdsanak
valtozasat mutatja az iitk6zési energia fliggvényében. A letorési gorbe altalaban
haranggorbe alaku, hiszen adott fragmension kis energianal még nem keletkezik,
nagyobb {itk6zési energianal megjelenik, az {itk6zési energidval egyiitt ndé az
intenzitasa, majd elegendden nagy energia esetén mar tovabb bomlik kisebb
fragmensionokka. A gorbe kiinduld pontjan kiviil, amit megjelenési energianak
neveziink, a maximuma is jellegzetes pont. A maximum intenzitashoz tartozo
energiaérték megmutatja, hogy mely fragmensionok keletkezéséhez sziikséges
nagyobb energia, valamint konszekutiv bomléasi reakciok sorrendjérdl is
informaciot szolgaltat.
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3.3. A vizsgalt vegyiiletek biologiai jelentosége és analitikaja

3.3.1. Buprenorfin

Az opiumot, a makbol kinyerhetd Osszetett gyliriis szerkezetli, N-tartalmu
vegyiileteket tartalmazd extraktumot mér az Okorban ismerték ¢és hasznaltak
els6sorban almatlansag ellen és fajdalom csillapitasara. Az 6pium fobb alkaloidjai
a morfin, a kodein, a papaverin, a tebain és az oxikodon. Ezek az opidtok
csokkentik a fizikai érzékenységet és az ingerekre vald valaszkészséget, igy
fajdalomesillapitasra, menstruacios gorcsok kezelésére és kohogéscsillapitasra
hasznalhatoak. Elonyds hatasaik mellett azonban opiatok hasznalatakor szamos
mellékhatas is felléphet: zavartsag, hallucinacio, szédiilés, fejfajas, delirium,
vizelet-visszatartasi gondok, izommerevség. Alkalmazasukat tovabb korlatozza,
hogy fiiggséget okoznak."

Az els¢ félszintetikus opiatokat Bentley és munkatdrsai allitottak eld.
Céljuk olyan fajdalomcsillapitod hatasu vegyiilet eldallitasa volt, amely fliggdséget
nem okoz. Munkdssaguk sordn szamtalan szarmazékot szintetizéltak a
természetes  Opiatokbol, foként a  tebainbdl  kiindulva  Diels-Alder

1116 Een  vegyiileteket  gylijténéven tevinoloknak nevezik.

1920 az antagonista diprenorfin®'** és

addiciova
Legismertebb tagjai az opiat agonista etorfin
a buprenorfin.”

A buprenorfin egy félszintetikus tebain szarmazék (1. dbra), amelynek a 7-
es szénatomon egy tercier-butil csoportot tartalmazo oldallanca van. A tercier-
butil csoport a molekula lipofil jellegét erdsiti, igy befolyasolva a szervezetben
valo felszivodasat.

1. abra A buprenorfin-naloxon gyogyszer és a buprenorfin szerkezeti keplete.
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A Dbuprenorfin a p-opiat receptoron részleges agonista. Lassabban
eliminalddik a receptorrdl, mint a morfin, igy hatasa hosszabb ideig tart. A -
receptoron antagonista. Ami talan a legfontosabb, hogy kevésbé okoz
fliggbséget.”* Ezen farmakologiai tulajdonsagai teszik lehetévé gyogyszerként
torténé felhasznalasat.”>*

Kis doézisban akut és kronikus fajdalom csillapitdsara hasznaljak. Mint
korabban mar emlitettiik, kevésbé okoz fliggdséget, mint a hagyomanyosan erre a
célra hasznalt opidtok, példaul a morfin. Nyelv alatt hat6 tablettaként 0,2 mg-os

® injekcioként 0,3 mg/ml hataserdsséggel Bupren®

hataserdsséggel Temgesic
néven forgalmazzak. Késébb nagyobb ddzisban, 2 mg és 8 mg-os hataserdsségii
nyelv alatt hato tablettaként az opiat fliggdség kezelésére alkalmazhatod
gyogyszerként hoztak forgalomba Subutex® néven. A Suboxone® a buprenorfin
mellett 1:4 aranyban naltrexon hatoanyagot is tartalmaz.>’** A Suboxone nemcsak
nyelv alatt hat6 tablettaként, hanem nyelv alatt hato filmként is kaphato. Utobbi
gyogyszerforma eldnye, hogy a film jol illeszkedik a nyelv ala és nincs veszélye
annak, hogy a beteg lenyeli.

A buprenorfin ezen felhasznalasai miatt rendkiviil fontos a vegyiilet fizika
¢s kémiai tulajdonsagainak ismerete és az alapos analitikai vizsgéalata. Szdmos
kromatografids modszert fejlesztettek és validaltak ennek a hatéanyagnak a
mindségi  ¢és  mennyiségi  meghatdrozasara, amelyek sok  esetben
tomegspektrometrias detektalast hasznalnak.”*° Az egyszerii MS detektorok
mellett még inkabb elterjedt a folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem MS/MS
hasznalata, amely segitségével a buprenorfin és metabolitjai parhuzamosan is
meghatarozhatoak.’'~*** Olyan analitikai modszereket is kifejlesztettek, amelyek
segitségével tbb opiat szarmazék egyidejii vizsgalata,* illetve tobb gyogyszer
hatéanyag parhuzamos analizise is elvégezhets.>>%"7 A legtdbb esetben ESI
ionforrast hasznalnak.’'~23%34 Gergov ¢és munkatarsai kidolgoztak egy olyan
LC-MS/MS mddszert, amely megfeleld mintaeldkészités utan vérmintabol 238
hatoanyag, koztiik a buprenorfin kvalitativ azonositasara alkalmas.®® Harom
adatot hasznalnak fel: a retencids id6t, a protonalt molekula és egy jellegzetes
fragmens ion tomeg/toltés értékét.

Annak ellenére, hogy szdmos moddszer hasznélja fel a jellemz6 fragmens
nem vizsgaltdk. Kutatasaink soran ezt a hidnyt szerettik volna poétolni a
buprenorfin és négy, ahhoz szerkezetileg nagyon hasonld vegyiilet fragmentacios
tulajdonsagainak vizsgalataval. A buprenorfin szarmazékokbol ESI koriilmények

crer
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vizsgaltam. A kis, kozepes és nagy energidval felvett MS/MS spektrumok

felhasznalhatéak ujjlenyomatszerii azonositasnal,***’

¢s alapjat képezhetik a
jellemzé  fragmens ion  kivélasztasinak  LC-MS/MS  moddszereknél.
Osszehasonlitjuk az eltérden szubsztitualt alapvazak fragmentacids stabilitasat is,
és feltérképezziik a teljes fragmentacios utvonalat. Fontos megjegyezni, hogy az
értekezésben targyalt fragmens ionok koziil nem mindegyiknek van analitikai
szerepe a viszonylag kis intenzitasuk miatt, de teljessé €s érthetévé teszik az
altalanos fragmentéacios sémat. Az analitikai felhasznalas szempontjabol jelentds
fragmens ionokat az é4brakon és a szovegben is ki fogom hangsulyozni. A

40,41

fragmentaciés Gtvonalak felépitéséhez pszeudo MS® méréseket végeztem,

valamint a fragmens ionok megjelenési energiéljélb(’)l,42’43 vagyis a fragmentécio
energiafiiggésébdl vontam le kovetkeztetéseket. A javasolt fragmentaciods

mechanizmust a korabban mar publikalt morfin szarmazékok, a morﬁn,44’45’46’47 a

. 44,45,46,47 . 444546 4 . 46,48
kodein, a tebain €s a papaverin

Osszehasonlitva mutatom be.
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3.3.2. Szilimarin

A mariatovis (Silybum marianum) évszazadok oOta hasznalt gyogyndvény.
Magjabol nyerhetdé ki a hatdanyagok keveréke, a szilimarin, amely kedvezd
farmakologiai hatassal bir.*>%*'"*% A mariatovis magja 3-4%-ban tartalmaz
szilimarint. A szilimarin mellett 20-35%-ban talalhatéak zsirsavak, koztik a
linolin sav. A szilimarint foként méjbetegségek kezelésében hasznaljak majvédo
és majregenerald hatasa miatt.*>>**" Az alkalmazott hatdser6sség nagyon eltérd
lehet, 400-1200 mg kozott valtozik a napi ajanlott dozis. Gyogyhatasat az elmult
években tobb ezer publikacio targyalta, évente tobb mint 1500 cikk jelenik meg a

szilimarinro6l, illetve komponenseirdl.

0_x »CH20H

HO O.x \\‘:0 ]R@:OCHg

Szilibin A

CHZOH

0 4 !’f@[OC"b

Szilibin B

2. abra A mariatovis viraga és a szilimarin két f6 komponensének a szerkezeti
keplete.

A szilimarint hasznaljdk kiilonféle mérgezések kezelésénél, legyen az
mérges gomba, kigyoméreg, mas természetes, vagy szintetikus toxin illetve
alkohol.”® Majvédé hatisa annak koszonhetd, hogy erésiti a majsejt-
membranokat, artalmatlanitja a majba jutd toxinokat igy védi a madajat a
karosodastol, illetve elhalastol. Nemcsak védi a ma4jsejteket a tovabbi
pusztuléastol, hanem eldsegiti a karosodott sejtek regeneralédasat €s fokozza a
majsejtek osztodasat, termelddését. Ennek megfelelden kiilonbozé eredetii
majkarosoddsok, majzsugor ¢és  kronikus  hepatitis  kezelésénél s

(1541, 59,60,61,62,63
hasznaljak.””">" ">
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A szilimarin, illetve egyes komponenseinek rakellenes hatasat is kutatjak,
de kemoprotektiv hatdsa sokkal fontosabb. Ugyanis a kemoterapidk soran
hasznalt rakellenes szerek mindegyike mérgezi a majat rovid- vagy hosszitavon,
ezzel komoly mellékhatasokat okozva. Ezen gyodgyszereknek azonban jelenleg
nincs biztonsagos alternativaja, igy a betegek a mellékhatasokat kénytelenek
elszenvedni. A szilimarin hasznos kiegészitdje lehet a kemoterapidn atesd betegek
kezelésének, hiszen segitségével megeldzhetd vagy kezelhetd a rakellenes terapia
kovetkeztében kialakuld ma’u'bete:gse’:g.64’65 A szilimarin komponensek antioxidans
¢s gyulladascsokkentd tulajdonsaggal is rendelkeznek. Az eddig emlitett
felhaszndlasok mellett a tiido, a vese, a hasnydlmirigy ¢és a prosztata
megbetegedések kezelésében is jotékony hatassal bir.®® Ezenkiviil klinikai
vizsgalatok igazoljak hatékonysagat a II tipusii cukorbetegség kezelésében is.”” A
klinikai vizsgéalatok nagytobbsége a szilimarin keverék hatdsat vizsgalja, igy a
szamtalan kedvezé hatast nem lehet 1-1 kémiailag tiszta vegyiilethez rendelni.®®

A szilimarin 0sszetevOi koziil annak f6 komponensét a szilibint izolaltak
el6szor (2. dbra),”” majd az izoszilibint, a szilidianint és a szilikrisztint.” 2003-
ban 7 f6 komponenst tudtak izolalni: a szilidianint, a szilibin A és szilibin B, az
izoszilibin A ¢és izoszilibin B valamint a szilikrisztin A és szilikrisztin B

1,72 - : NS
772 Ezen disztereomerek teljes szerkezetvizsgalatat és

diasztereomereket.
sztereokémiai jellemzését Lee és munkatarsai végezték el rontgenkrisztallogréfia,
optikai forgatoképesség mérés, valamint dsszetett szén- és proton-NMR mérések
segitségével.”’

A szilimarin keverék komponenseinek mindségi ¢és mennyiségi
analitikdjdhoz  leggyakrabban folyadékkromatografidval kapcsolt tomeg-
spektrométert hasznalnak elektroporlasztasos (ESI) lagyionizacios technikaval.”
Az dsszetevok gyors kromatografidjara Wang és munkatarsai dolgoztak ki UPLC-

ESI-MS modszert.”* A szilibin A és B, az izoszilibin A és B, a szilikrisztin A és B

crer

>7¢ Shibano és munkatérsai az iitkozés altal kivaltott fragmentaciot

vizsgaltak
hibrid ioncsapdas ¢és repiilési id0 analizatorral felszerelt tomegspektrométerrel,
MS/MS és MS® technikékkal vizsgalta.”” Kutatocsoportunk kordbban a 1égkéri
nyomast kémiai ionizacioval keletkezd protondlt szilibin fragmentacios
viselkedését vizsgélta kvadrupol és repiilési id6 analizatorokkal felszerelt
tomegspektrométerrel.”

A szilimarin legtobb fékomponense olyan rokonvegyiilet, amelyek csak
szerkezeti képletilkben kiillonboznek, és Osszegképletik megegyezik. Mivel

megegyezik a komponensek molekulatomege is, ezért az elvalasztastechnikat
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kovetd tomegspektrometriai detektdlds nem elegendd ahhoz, hogy ezeket a
vegyiileteket meg lehessen kiillonboztetni a keverékben. MS/MS fragmentacids
tulajdonsagaik azonban mar eltérhetnek. Ezek a vegyiiletek szerkezetileg azonban
olyan kis mértékben kiilonbéznek egymastol, hogy még a megjelend fragmensek
tomege is azonos, de a keletkez6 fragmensionok intenzitisa illetve
intenzitasardnya mar kissé eltér. Kutatocsoportunk kordbban publikalt egy olyan
LC-MS kromatografids modszert, amellyel a szilimarin 11 azonos
molekulatomegti aktiv komponensét tudtuk elvalasztani egyméstol.” A mar
emlitett publikdcidban meghataroztunk az MS/MS méréseken alapuld
kritériumokat, amelyek segitségével megkiilonboztethetdek a f6 komponensek.
Annak ellenére, hogy a szilimarin keverék vizsgalatahoz elengedhetetlen az
MS/MS detektalds, a komponensek fragmentacios viselkedésének iitkdzési
energia fliggését korabban még nem targyaltak. Kutatasaink soran a szilimarin
iitk6zési energidval. Mivel csak a keverék alt rendelkezésiinkre, ezért ennek
vizsgalatahoz folyadékkromatografidval kapcsolt MS/MS kisérleteket végeztiink.
Igazoltuk a kordbban mar publikalt fragmens ionok szerkezeteit, illetve a nagyobb
tomegpontossagnak  kdszonhetéen helyesbitettlink a  korabban javasolt
szerkezetet. Tovabba magyardzatot kerestiink arra, hogy két egyméshoz nagyon

crer

miért lathatoak eltérések.
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3.3.3. Poli-(2-etil-2-oxazolin)

A szintetikus polimerek egy jabb csoportjat képezik a poli-2-oxazolinok.
Ezen vegyiileteket a 60-as évek kezdete ota allitjak eld, szintézisiikhoz kationos,
¢l6 polimerizacidt hasznalnak, amelynek szamos elénye van a késobbi
felhasznalasok tekintetében. A szintézis jol irdnyithatd, a termék szerkezete és
ezzel a fizikai-kémiai tulajdonsagai is jol tervezhetdek. Az ilyen mechanizmussal
eléallitott polimer jol definialt, sziik molekulatomeg eloszlasu. A poli-2-oxazolin
konnyen funkcionalizalhat6 a polimer lanc mindkét végén ¢és a lancban is. Ennek
megfelelden tobb szarmazékat is eldallitottdk mar, melyek felhasznalasi kore
sz¢leskorii. Legjelentdsebb orvos-bioldgiai felhasznalasuk abbdl ered, hogy ezek
a polimerek nagyon jO biokompatibilitdssal rendelkeznek. In vitro és in vivo
vizsgalatok azt mutatjak, hogy az €16 szervezetben épp olyan inertek, mint a
kozismert polietilénoxidok.**!®* A biokompatibilitisanak és az inertségének
koszonhetéen ez a polimer minden szempontbdl alkalmas lehet gydgyszerek

segédanyagaként torténd felhasznaldsra (3. abra),3 8384838687

Fehérje konjugatok DNS poliplexek
%m \ .

Jr"vl:,

S/ NS
Yoo/
c s ﬂ_? A
8 G~
=) &0 p
Gyogyszer konjugatok Micellak

3. abra A poli-2-oxazolinok fobb felhasznalasi teriiletei (Luxenhofer a témaban
megjelent cikkébdI™).
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A Macromolecular Rapid Communications tudomanyos folyodirat 2012.
oktoberi kiilonszama a poli-2-oxazolinokkal és szarmazékaikkal foglalkozik.” Ez
a polimer csaldd a potencidlis orvosi felhasznaldsok miatt keriilt el6térbe. Egyik
képviseldjét a poli-(2-etil-2-oxazolin)-t mar az FDA amerikai hatosag
engedélyezte ¢élelmiszer ¢és gyogyszer adalékanyagként. Luxenhofer ¢és
munkatarsai a poli-2-oxazolinok 4 felhasznalési teriiletét mutatjak be.*® A poli-2-
oxazolin fehérje-konjugatok, a polimer-DNS komplexek, a gyogyszer konjugatok
¢s a micellaris gyogyszerhordozok tulajdonsagait gylijtotték dssze (3. bra).

A polimer-fehérje konjugatok eldnye, hogy a kiilonleges katalitikus illetve
funkciondlis hatadsu fehérjéket és enzimeket szerkezetileg ellenallobba tegyék
szintetikus makromolekuldk hozzakapcsolasaval. A polimer fizikai-kémiai
sajatsagait atorokiti a fehérjére, igy modositva az eloszlasat az €16 szervezetben és
az oldhatdsagat. A konjugacié noveli a molekulatomeget, igy né a plazmafelezési
id6. Csokkenti az emésztés okozta degradéaciot. A fontos bioldgiai funkcidkat
megvédheti vagy modosithatja a végso szerkezet fiiggvényében.

A génterapiaban fontos szerepet betdltd poliplexek™ a DNS bejuttatasat
segitik a célsejtekbe. Erre a célra a linearis poli-etilén-imin polimert hasznaljak,
amely a poli-(2-etil-2-oxazolin) polimerbdl allithaté eld savas hidrolizissel.
Példaul a HIV virus altal okozott AIDS betegség kezelésére fejlesztenek linearis
poli-etilén-imint tartalmaz6 gyogyszert. Az immunreakciot kivaltd plazmid DNS
a polimerrel nanorészecskéket alkot, amelyek szerkezete befolyasolhatja a DNS
stabilitasat és a bejutdsdt a kezelendd teriiletre. A vegyiilet gyogyaszati
hatékonysaganak ellenérzése mér a klinikai vizsgalatok fazisaban tart.”!

Zalipsky ¢és munkatarsai megallapitottdk a poli-2-oxazolin-liposzoéma
konjugéatok biokompatibilitasat. Vizsgaltdk a vegyiilet mozgasat, eloszlasat és
kiiiriilését az 616 szervezetbdl.”>*** A poli-(2-etil-2-oxazolin)-t tovabba
hidrogélekhez”*® és termoreszponziv anyagok eléallitasanal’’ is hasznaljak.
Kisérletek bizonyitjak, hogy a radioaktiv izotopokkal megjelolt poli-(2-alkil-2-
oxazolin)-ok gyorsan Kkiiiriilnek a vérarambol. Ezen tulajdonsagok alapjan
alkalmasak lehetnek gyogyszer-vivéanyagként radionuklid kezelésekben.”® Az
élépolimerizacids technikdnak koszonhetden a poli-2-oxazolinokbdl koénnyen
allithatunk el kopolimereket, féként blokk-kopolimereket.””'” Ezek a blokk-
kopolimerek amfifilikus molekulak, amelyek micellakat alkothatnak.'*'-'9%!%3

A szamtalan jo tulajdonsaganak koszonhetéen a poli-(2-etil-2-oxazolin)
(pEtOx) gyogyszeripari felhasznalasa egyre szélesebb korii,'™ ezért sziikségessé
valt megbizhatd analitikai modszerek fejlesztése a polimer jellemzésére. A

polimer molekulatomege ¢és polidiszperzitdsa meghatarozhatdé méretkizarasos
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kromatografia segitségével, a szerkezetérdl pedig a NMR mérések adhatnak
informéciot. A polimerek jellemzésére altalanosan elfogadott modszer a
kiilonboz6 lagyionizacids technikaval felszerelt tomegspektrometria, amely
segitségével az ismétlodo egység tomege és a végesoportok is meghatarozhatdak.
Ezek az ionforrasok lehetnek a MALDIL,'® az ESI és az APCL,'* ugyanis ezekkel
a technikadkkal az oligomerek fragmentacio nélkiil ionizalédnak. Az MS/MS
spektrumok segitségével a polimer lanc szerkezetérdl is informaciot kapunk.

Schubert ¢és munkatarsai a poli-(2-etil-2-oxazolin) oligomerekbdl
MALDI'" ¢s ESI'%1% koriilmények kozott natrium ionnal képzddd egyszeresen
pozitiv toltésti ionok fragmentacios viselkedését vizsgaltdk. A protonalt poli-(2-
Kutatdsaink sordn a szintetizdlt polimer jellemzését kovetden részletesen
vizsgaltuk az ESI, APCI és DART ionizacids koriilmények kozott képzodo
spektrumok  felvétele mellett, pszeudo MS® méréseket is végeztiink.
Meghataroztuk az egyes oligomerekhez tartozd disszocialatlan hanyad iitkozési
energia fliggését. A kapott eredményeket a fragmensionok letorési gorbéi alapjan
értelmeztiik, és javaslatot tettiink a keletkezd fragmension sorozatok szerkezetére
és képzodésiik mechanizmusara.
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4. FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. A buprenorfin MS/MS vizsgalata

4.1.1. Felhasznalt anyagok

Az analitikai moddszereknél alkalmazott oldoszerek HPLC tisztasaguak
voltak. A felhasznalt vizet Millipore Direct-Q rendszerrel tisztitottuk.

A buprenorfin szintézise a tebain természetes opiat alkaloidbdl indul,
amelyre Diels-Alder reakcioval egy metil-vinil ketont addicionalhato.'>'®!7'8 A
kapott tevinon C(18)-C(19) kozotti kettds kotése katalitikus hidrogénezési
reakcioval telitddik, majd Grignard-Barbier reakcioval kialakithatdak a tercier
alkoholok, az tigynevezett tevinolok. A szintézis tovabbi 1épései a koztitermékek
N-szubsztitucidja és a 3-as szénatomhoz kapcsolddd oxigén demetilezése, mely

soran a kivant farmakologiailag fontos buprenorfinhoz jutottunk.''?
4.1.2. Tomegspektrometridas és tandem MS vizsgalatok

A fragmentacids vizsgalatokhoz Bruker microTOFQ tomegspektrométert
hasznaltunk, amely Q-TOF (quadrupole-time of flight) analizatorokkal volt
felszerelve (Bruker Daltonik, Bremen, Germany). A tomegspektrométer
ionforrdsa  cserélhetd, a  buprenorfin  szdrmazékok  vizsgélatakor
elektroporlasztasos (ESI) ionforrast hasznaltunk. A tomegspektrumot natrium-
trifluoracetat (NaTFA) oldattal kalibraltuk, amelybdl ESI koriilmények kozott
[(NaTFA),+Na]" ionklaszterek képzédnek. A kalibralt tomegtartomany 150-1500
m/z kozotti. A spektrumokat digitalizaloval rogzitettik 2 GHz frekvenciaval. A
kapott tomegspektrumok kiértékeléséhez a Bruker DataAnalysis 3.4 szoftverét
hasznaltuk.

Elektroporlasztasos ionizaciés tomegspektrometria (ESI-MS). A tiszta
amelyeket kozvetleniil jutattunk az ESI ionforrasba 3 pl/min aramlasi sebességgel
egy fecskend6pumpaval (Cole-Palmer Ins. Co.). A porlasztogdz nyomasa 0,3 bar
volt. A nitrogén szaritogdz hoémérsékletét 160 °C-ra allitottuk ¢és 4000 V
fesziiltséggel tortént az ionizacid. A mérést pozitiv ionmodban végeztik.
Utkozési gazként nitrogént hasznaltunk, az iitkdzési energit 10 és 80 eV kdzott
valtoztattuk. Minden vizsgalt {itkdzési energiaval 20-60 s id6tartamon rogzitettiik
a spektrumokat. A prekurzorion kivalasztasanal alkalmazott tomegablakot 4 m/z-
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re allitottuk. A pszeudo MS’ méréseknél az ionforrasban lejatszodo
fragmentaciohoz 90-140 eV energiat alkalmaztunk.

4.2. A szilimarin MS/MS vizsgalata

4.2.1. Felhasznalt anyagok

Az analitikai modszereknél alkalmazott oldoszerek HPLC tisztasaguak
voltak. A felhasznalt vizet Millipore Direct-Q rendszerrel tisztitottuk.

A szilimarint a mariatovis extrakcidjaval nyertiik ki a 111-es hivatkozas
szerint. A mariatovist Arad kornyékén gytjtottek Ossze 2010-ben. Az 1200 g
elporitott szaritott magot homogenizalast kdvetden Soxhlet extraktorban 6 oraig
hexannal extrahaltuk. Szaritast kovetden 6 oraig acetonitrillel maceraltuk, majd az
oldoszer elparologtatasa utan kapott nyers szilimarint diklor-metdnnal mostuk. A
kapott szilimarin mennyisége 40 g, ami 3,3 tomeg%-a kiinduldsi madriatdvis
magnak. Az analitikai elemzéshez 1 mg szilimarint 1 ml metanolban oldottunk
fel.

4.2.2. Folyadékkromatogrdfiaval kapcsolt MS/MS vizsgadlatok

Folyadékkromatografiaval kapcsolt elektroporlasztasos ionizacios
tomegspektrometria (LC-ESI-MS). A szilimarin keverék tobb azonos
kapcsolt LC-MS/MS modszerrel vizsgaltuk meg. A folyadékkromatografias
elvalasztast Waters Symmetry C18 kolonnan (4,6 x 150 mm, 3,5 um) didédasoros
detektorral felszerelt Waters 2695 késziiléken végeztiik. A mintatér hdmérsékletét
5 °C-ra, a kolonnatér homérsékletét 40 °C-ra allitottuk. A kromatogramot 225 ¢és
288 nm-en vettikk fel. Az alkalmazott gradiens modszert a kutatdcsoportunk
kordbban publikalta.” Az LC elvéalasztaskor alkalmazott aramldsi sebesség
1 ml/min volt, a kolonnardl lejovo aramot egy splitteren keresztiil vezettiik az ESI
ionforrasba 1:10 split aranyt hasznalva. Az LC rendszerhez a mar emlitett Q-TOF
tomegspektrométert kapcsoltuk.

A porlasztogdz nyomasa 0.3 bar és a nitrogén szaritdgdz homérséklete
180 °C volt. Az elektroporlasztas 4000 V fesziiltséggel tortént. A mérést negativ
ionmédban végeztiik. Utkdzési gizként nitrogént hasznaltunk, az iitkdzési
energiat 5 és 32 eV kozott valtoztattuk. Minden {itkdzési energian felvett MS/MS
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spektrumot egy 90 perces kromatografids elvalasztast kovetden rogzitettiink. A
prekurzorion kivélasztdsanal alkalmazott tomegablakot 4 m/z-re allitottuk.

4.3. A poli-(2-etil-2-oxazolin) (pEtOx) MS/MS vizsgalata

4.3.1. Felhasznalt anyagok

Az analitikai moddszereknél alkalmazott oldoszerek HPLC tisztasaguak
voltak. A felhasznalt vizet Millipore Direct-Q rendszerrel tisztitottuk.

A poli-(2-etil-2-oxazolin) €16 kationos polimerizacioval allithat6 eld. 2-etil-
2-oxazolin monomert (0,1 mol) és nitrobenzol-szulfonsav-metil-észter inicidtort
(0,005 mol) 20 ml vizmentes acetonitrilben oldottuk, és argon alatt refluxaltattuk.
A monomer:iniciator arany 20:1 volt. A reakciot vékonyréteg kromatografiaval
kovettiik, a mintakat etil-acetat:hexan=1:1 elegyben futtattuk és I,-dal hivtuk eld.
A reakcid 48 ora alatt jatszodott le. A meleg polimer oldatot 10 ml acetonitrillel
higitottuk, és 2,5 ml vizet csepegtettiink hozza a polimer lancok lezaraséhoz.
Hozzéadtunk 1 g Na,COs3, €és egy tovabbi oraig 70-75 °C-on kevertettiik. Hiités és
szlirés utan beparoltuk. A szaraz beparldsi maradékot 20 ml metanolba
visszaoldottuk, és 200 ml jéghideg dietil-éterbe kicsaptuk. A fehér csapadékot
dekantaltuk, és ujra metanolban oldottuk. A tisztitdsi 1épést még kétszer
megismételtiik, €s a szilard terméket exikatorban szaritottuk.

4.3.2. A pEtOx polimer karakterizdlasa

Méretkizarasos kromatografia (SEC). A kromatogramot 4 gélkolonnaval
felszerelt Waters késziilékkel vettiik fel. A kolonnak paraméterei: Styragel 4,6 x
300 mm, 5 um HR 0,5, 1, 2 és 4. A késziilék Waters Alliance €2695 elvalasztd
modulbol és Waters 2414 torésmutatd detektorbol all. Az aramlasi sebesség
0,5 ml/min volt, az elvalasztas tetrahidrofurannal tortént 35°C-on. A
kalibracidhoz polisztirol standardeket hasznaltunk.

Folyadékkromatografia (HPLC). Az elvélasztast a kordbban leirt LC-MS
rendszerrel végeztiik. 10 pl polimer oldatot injektaltunk az 5 °C-os mintatérbdl.
Symmetry SB C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um) forditott fazisti oszlopon tortént az
elvdlasztds 1 ml/perc aramlasi sebességgel, 35 °C-os kolonnatérben. Gradiens
modszert alkalmaztunk metanol és 0,1%-os hangyasav eluensekkel, ahol a kezdeti
40% metanol 30 perc alatt valtozott 70%-ra.
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4.3.3. Tomegspektrometrids és tandem MS vizsgalatok

A fragmenticidos vizsgalatokhoz a  kordbban emlitett Q-TOF
tomegspektrométert elektroporlasztasos (ESI), APCI (Bruker Daltonik, Bremen,
Germany) ¢és DART (IonSense, Inc., Saugus, MA, USA) ionforrasokkal
hasznaltam.

Elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrometria (ESI-MS). A pEtOx
polimer metanol:viz=1:1 eleggyel késziilt 1 mM koncentracioji oldatat
fecskendépumpaval jutattuk az ionforrasba. A porlasztdgdz nyomasa 0,3 bar volt.
A szaritdgazként hasznalt nitrogén hdémérséklete 180 °C volt, és aramlasi
sebességét 4 I/min-re éllitottuk. A mérést pozitiv modban végeztiik. Utkodzési
gazként szintén nitrogént hasznaltunk, az iitk6zési energiat 10 és 80 eV kozott
valtoztattuk. A prekurzorion kivalasztasanal alkalmazott tdmegablakot 4 m/z-re
allitottuk. A pszeudo MS® méréseknél az ionforrasban lejatszodo fragmentaciot
90-140 eV energiaval értiik el.

Légkori nyomasu kémiai ionizacios tomegspektrometria (APCI-MS). A
mintaoldatot 20 upl/min 4dramlési sebességgel juttattuk a porlasztoba
fecskendOpumpa  segitségével. Segédoldoszerként 0,2 ml/min  4ramlasi
sebességgel metanolt alkalmaztunk, ami egy T-csatlakozon keresztil a
mintaoldattal egyiitt keriilt az ionforrasba. Az ionforras homérsékletét 390 °C-ra
allitottuk. A porlasztdogaz nyomasa 2 bar volt. A korona fesziiltség 5000 V volt. A
szaritogazként hasznalt nitrogén homérséklete 200 °C volt és aramlasi sebessége
6 I/min. A mérést pozitiv moddban végeztik. Utkdzési gizként nitrogént
hasznaltunk, az {itk6zési energiat 10 és 80 eV kozott valtoztattuk. A prekurzorion
kivalasztasanal alkalmazott tomegablakot 4 m/z-re allitottuk. A pszeudo MS’
méréseknél az ionforrasban lejatszodd fragmentdcidhoz 90-140 eV energiat
alkalmaztunk. A tomegspektrumot mérés elétt APCI kalibraldo oldatottal
kalibraltuk.

crer

végeztiik a kisérleteket. A DART ionforrast szintén pozitiv modban hasznaltuk
350 °C hémérsékleten. Az ionizald gazaramhoz 5,5 bar nyomast nagy tisztasagu
(>99,999%) héliumot hasznaltunk. A mintaoldatba martott specialis tivegbotot a
gazéaramba tartottuk, a feliiletére tapadt oldat kis mennyisége elegendd a spektrum
felvételéhez. A rés a tomegspektrométer belépdnyilasa és az ionforras kozott 2,5
cm volt, ennek a kozepére helyeztiik a mintat.
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Matrix segitette 1ézer deszopcid/ionizacio (MALDI-MS). A MALDI-MS
mérésekhez egy Bruker BIFLEX III™ tomegspektrométert hasznaltunk,
amelyhez egy reflektronnal felszerelt repiilési id6 analizator (TOF) tartozott. A
mintdkat dihidroxi-benzoesav (DHB) matrix segitségével készitettiik eld. A DHB-
t 20 mg/ml-es koncentracidban, tetrahidrofuranban oldottuk fel. A mintabol
készitettiink. A matrix és a minta oldatot 5:1 ardnyban kevertiik 0ssze és 1 pl-ét
cseppentettiik fel a mintatartd lemezre. Az ionizdcidhoz hasznalt nitrogén 1ézer
paraméterei: 337 nm hulldmhosszisagn fotonok, 3 ns pulzusokban, 10°-
10" W/em?® kozolt energiaval. A lézert 4 Hz-en miikodtettik, és 200 1ovést
Osszegeztiink a spektrum felvételéhez. A pozitiv toltésli ionokat 19 kV
fesziiltséggel gyorsitottuk pulzald ionextrakciét (PIE ™) hasznalva, és reflektron
moédban (20 kV) analizéltuk. A MALDI spektrumok felvétele elott kiilsd
kalibralast végeztiink a megfeleld tomegpontossag elérése érdekében, ehhez poli-
etilén-glikol standardet (M,=1450 g/mol, M,,/M;=1,02) hasznaltunk.
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
5.1. A buprenorfin MS/MS vizsgalata

Az éltalunk vizsgalt vegyiiletek szerkezeti és Osszegképlete az 4. abran
lathatd. A tablazatban szerepld 5-0s vegyiilet a buprenorfin.

1 2 3 4 S
tB tB
o 9 omo omd
Ri CHg—C— > 1 CHg—C— ~ ° ] T
OH OH OH
R; CHy—  CHy—  >CHy— >CHp— | >CH,—
R3 CH3;— H CH3z— CH3;— H
Gsszegképlet (M) Cz3H29NO4 025H35NO4 C26H33NO4 C30H43NO4 ngH41NO4
+ .
[M+I:I] lon 384.217 414.264 424.248 482.326 468.311
elméleti tomege

4. abra
A vizsgalt buprenorfin szarmazékok szerkezeti és osszegképlete valamint a beldliik
ESI-MS kériilmények kozott képz6dd [M+H] " ionok monoizotépos tomege.

Tomegspektrometriai modszerrel a semleges molekula nem, csak az ebbdl
képzddé ionok vizsgalhatoak. Elektroporlasztisos ionizaciéval ezekbdl a
vegyliletekbdl foként protonalt molekulak képzddnek, vagyis az ESI-MS
spektrumban az [M+H]" ionokhoz tartozé m/z értékii csticsok a legintenzivebbek.
A vizsgalt vegyliletekb6l ESI-MS koriilmények kozott képzodd addukt ion
[M+H]" monoizotopos tomege is szerepel a 4. abran.

------

s
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kivalasztott prekurzoriont az iitkozési cellaban kiilonb6zd energidval gézzal
utkoztettilk, és a fragmensionokat a masodik repiilési id6 analizdtorban
véalasztottuk el. Az MS/MS spektrumban tehat az adott prekurzorionbol
fragmentacioval keletkezd ionok tomegei hatdrozhatok meg. Az 5 vizsgalt
vegyiilet 50 eV {itk6zési energianal felvett MS/MS spektrumai az 5. abran
lathatoak két tOmegtartomanyban. Mind a nagyobb, mind a kisebb
tomegtartomanyban az x-tengely 14 m/z-vel el van tolva azon vegyiileteknél, ahol
az Rz csoport metil.

A 5. abran lathato, hogy a 4-es és 5-0s vegyiiletek MS/MS spektrumai
szinte teljesen megegyeznek, a 14,015 m/z kiilonbségtdl eltekintve, ami abbol
ered, hogy az R; csoport hidrogén, vagy metil csoport. Az l-es és a 3-as
vegyliletek MS/MS spektrumai kozott is nagy a hasonlosdg a kisebb
tomegtartomanyban, bar az 1-es vegyiiletnek kevesebb 295 m/z-nél nagyobb
fragmense jelenik meg. Annak ellenére, hogy az R; csoport csak a 2-es
vegyiiletnél —C(OH)(Pr)CHj3, mégis szamos cstics megegyezik a 2-es vegylilet és
a tobbi buprenorfin szarmazék, foként az 5-0s vegyiilet MS/MS spektrumaban.
Az el6z6 megallapitasok alapjan és mivel kisebb tomegtartoményban a vizsgalt
vegyliletek MS/MS spektrumai szinte teljesen megegyeznek, azt feltételezhetjiik,
hogy a buprenorfin szarmazékok fragmentacidja az R; ¢és R, csoportok
lehasadéasaval kezdddik, majd az Osszetett gylirlis vaz hasadasaval folytatodik, és
az —OR; csoportot tartalmazd aromés gyliri csak az utolsd fragmentacios
1épésekben vesz részt. Ezek a megallapitasokat a morfinan szarmazékok korabbi
vizsgalatai is alatamasztjak.****’ A fragmentacios folyamat részletes targyalasat
ennek megfelelden két részre osztjuk; a fragmentacids folyamatok elsd 1épéseire

crer

25



Biologiai jelentdségii vegyiiletek modern tomegspektrometriai vizsgalata

= B N B N = - N = ; N
S | S L€ S .w = 08 ¥2Y .w = vLe0/b €
3 : LR g g :
& F & o g F g U g e o
2 I 2 -3 2 | 2 ELevor 4 2 162°05% 1.8
¥ F F ¥ F
L I L 9.Z°0v% 1 oz-ogy
F : S F 11T8Y ———== |
[T RS | — 8Ty o L9z LY =
I L8 I I |8
- < L €T 0y — = —F
L r 1S 1S I
| ¥ 6296 { ¥ zeTT8e 4
8lT'¥8E e—= L ¥02'28€ vwmm.%m%mm.. 86108 —5
I | g v0e0Le —= ¥02'99¢ 181'25e 4 g
L 2] L L ™
L2 L6l 6ee + e612se 4 2 881zse = 9 L1188 =5
r 1/1°8€€ zL18ee = 951°vze =4
El | bolzze - zLL9ze 4 vSL'ZLE -
L ¥91°20€ 4 vsilze 4 i E
o o
| K 8v1°60€ 4 ool'Lie g vAv_‘..NmN mulw
8 r o 3o zeL 16z 4
S - +£9
zer'sez 4 @ A gel'sez — © 8vl's6z § © 8el' 18z 3
zeL'€8T 4 oz 3 . = . =
L €21°292 3 9LL'18z 004292
0zL°LL2 ] El
L 821°0.2
901°€92 4 ¥0L°1GC ||m L0L'LG2C m
oLL.57 860 €¥Z —3 €L1'/ST 860'CY
6l1e5C =g 880°262 = mﬁomrmwvm g 9§Fsez
160°StT — A —_
1607262 3 > ¥.0°€72 == > 001°'6€2 180°622
| & 08061 = &
260528 —= v v.071e —3 v 680522 €L0'L1T
G60'1lzz 3 (_ E (_
060°€lz o « €10'661 8 - 880°€lZ €L0°661 S
690°€61 =
=8 €028} ———= 880°10Z g €L0°281
TY T T ML L SRR N ILRLRLELE IR NLELLELELAN RN LN RLELEL L | T T
R AR
£

S5.a abra
A vizsgalt buprenorfin szarmazékok 50 eV-nal felvett MS/MS spektrumai a 200-
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5.b abra
A vizsgalt buprenorfin szarmazékok 50 eV-nal felvett MS/MS spektrumai a 100-

300 m/z tartomanyban.
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5.1.1. Buprenorfin szarmazékok fragmentdciojanak elso lépései

Kisebb iitkdzési energiaknal felvett MS/MS spektrumokban a prekurzorion
intenzitasa nagy, és kevés fragmension jelenik meg kicsi intenzitassal. Ezek kis
energiat igénylé kotéshasadasokkal keletkeznek. Ha noveljik az {itkozési
energiat, a prekurzorion intenzitdsa csokken, és tobb kisebb tomegli fragmension
jelenik meg nagyobb intenzitassal az MS/MS spektrumban. Nem csak a
prekurzorion  fragmentacidjabol, hanem a  fragmensionok  tovabbi
fragmentaci6jabol is keletkeznek kisebb tomegi ionok.

A vizsgélt buprenorfin szdrmazékok (1-5) kis energianal felvett MS/MS
spektrumaib6l megallapithato (1. tdblazat), hogy az Ry = C(OH)(tBu)CHj3 csoport
harom parhuzamos uton is lehasadhat. Az R; = C(OH)(Pr)CH; csoport két
parhuzamos tton, mig az R; =C(O)CH;3 csak egy lépésben eliminalodik a
gytrtir6l (6. abra). Az R; csoport lehasaddsa végiil minden esetben az e
fragmensionhoz vezet. Fontos megjegyezni, hogy az R; = C(OH)(tBu)CHj3
csoport fragmentacioja soran keletkezd c-tipusu ion (6. abra) megegyezik azzal a
prekurzorionnal, ahol R; = acetil.
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Az R, csoportok fragmenticiéja

tB CH, /CHz
u\/ -C4Hg -
Q -56.062 Q
-H,0
187010 a -CeHig d
o -82.078 CH,
(0]
Bo|oH "~ [
: C4Hy, : -CO
Ty oo Ty _amem o f
b €
m‘ OHa, 0 f;”of)
-58.078 H re.
CH
c ah

Cie 7
CH
o \EOH P"\/CHz -42.046 d
: 1-: 8(130 : “Col
f% LR AL S Q -26.015
a7 \
CeHg Q

-68.062
€

Az N-szubsztitualt piperidin gyiiris rész fragmenticidja
-C3H,N
-57.057
_—

CHy—N
CH, -CaHeN
-42 046 :55.042
A sh aN
@
‘ /
-C4Hq “CHeN N

5
-54.046 N%E -43.042
bN

6. abra
A vizsgalt buprenorfin szarmazékok fragmentaciojanak elso lépései, az R; és R;
csoportok lehasadasa.
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Az R, csoport ugy hasad le, hogy a piperidin gyliri egy részét is magaval
viszi. Ha az R, csoport ciklopropil-metil, akkor a fragmentéci6 két Gton torténhet,
ahogy ez a 6. adbran lathato; ha az R, csoport metil, akkor egy 1épésben metil-
aziridin tavozik. Mindkét esetben ¢N fragmension képzddik (6. abra). Hasonld

Iépéseket  tapasztaltak mas kordbban  vizsgdlt morfinan szarmazék
(6iana] 454647

crer

szénatomon 1évé metoxi csoport is lehasadhat metanolként. A vizsgalt
vegyliletekbdl kis energiaju iitkozések sordn az eddig emlitett kistomegl
vesztések figyelhetdek meg. A vizsgalt prekurzorionokbdl igy képzddott dsszes
lehetséges fragmension elméleti tomegeit foglalja 6ssze az 1. tdblazat. A nagyobb
intenzitasu fragmensionokat sziirke hattér emeli ki, és ezek Osszegképlete is
olvashato a tdblazatban. Ezek az ionok analitikai szempontbdl is fontosak az
ismeretlen vegyliletek azonositasanal. Az MS spektrumban megjelend ionok
tomegébdl meg lehet allapitani a vegyiilet molekulatomegét, valamint elegendd
felbontés €s pontossag esetén javaslatot lehet tenni a vegyiilet 0sszegképletére is.
A szerkezet felderitéséhez azonban tobb informacidora van sziikség. A
meghatarozott koriilmények kozott felvett MS/MS spektrum ujjlenyomat-szerii
hasznalata, vagy akar néhany jellegzetes fragmension jelenléte is elegendd lehet a
vegyiilet azonositasara.
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N
1 cN -CH,0 ¢ —
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Mint azt mar kordbban emlitettiik, a buprenorfin szarmazékok
fragmentacidjakor az R; és R, csoportok valamint a 6-os szénatomon 1évé metoxi
csoport lehasadasa parhuzamosan torténik. Azért, hogy meghatdrozzuk az
elsddleges folyamatokat, megvizsgaltuk az MS/MS spektrumban megjelend ionok
intenzitasanak {itkdzési energia fliggését, vagyis a letorési gorbéket. Az 1 és 5
vegyliletek néhany fragmensionjanak gorbéje lathatd a 7. abran.

[3,}

Vv 396.217

414264 468311

450.300
426.264

410.233

30 40 50 60 70 80

Utkdzési energia (eV)
7. abra

crer

gorbéi.

A 7. abran lathaté a buprenorfinbol képzédd prekurzorion [M+H]'
(468,311 m/z) és 5 fragmensének letorési gorbéje, melyek tomegei: 450,300 m/z
(a, viz vesztés), 426,264 m/z (aN, ciklopropan vesztés), 414,264 m/z (bN,
metilén-ciklopropan vesztés), 410,233 m/z (¢, 2-metil-propan vesztés) &és
396,217 m/z (b, 2,2-dimetil-propan vesztés). Az a fragmension (436,285 m/z),
ami akkor jon létre, amikor a prekurzorionbol kdzvetleniil metanol eliminalédik, a
teljes vizsgalt iitkozési energia tartomanyban elhanyagolhatd intenzitast. A 7.
abra értelmezéséhez két parhuzamosan lejatsz6dd fragmentécios folyamatot kell
megfigyelniink. Az egyik a bN-tipust fragmens képzddéséhez vezeté metilén-
ciklopropan vesztés, a masik a b-tipusi fragmens képzddéséhez vezetd 2,2-
dimetil-propan eliminacidja. A megjelenési energiak alapjan feltételezziik, hogy a
buprenorfin fragmentacioja soran elsé 1épésben az R, csoport hasad le. A letorési
gorbék alapjan valoészinii, hogy ez elsddlegesen a bN fragmension képzddésén

.....
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csak ezutan kezdddik, foként CsH;, lehasaddsaval, ami b-tipust fragmensiont
eredményez. A metanol lehasadasa csak utolsé 1épésként torténik, foként a b/eN-
¢s az e/cN-tipusu fragmensekbdl. A butin vesztés csak magasabb {iitkozési
energianal jelenik meg (c-tipust fragmensiont eredményezve). Az adott
fragmentacios koriilmények kozott az Ry = C(OH)(tBu)CH;3 csoport atalakuldsa
R; = C(O)CHjs; csoportta elhanyagolhato.

A 2 ¢és 4 prekurzorionok kis energiaju fragmenseihez tartozo letdrési gorbék
alapjan megallapithat6, hogy a fragmentéacié a buprenorfinhoz hasonléan indul.
Attol fiiggetleniil, hogy az R;=C(OH)(tBu)CH; vagy R;=C(OH)(Pr)CHj,
eldszor az R és az R, csoport lehasadésa kezdddik el, ezt kovetéen pedig metanol
vesztés kovetkezik. Az R, = ciklopropil-metil csoport cseréje metil csoportra sem
okoz eltérést a fragmentaciés mechanizmusban. Erdemes megemliteni, hogy
egyes esetekben a C(18)-C(19) szénatomok kozotti etilén hid lehasadasa
Az etilén hid lehasadasakor a tdvozo csoport C,Hg és a keletkezd fragmension
m/z értéke 1,979 m/z tavolsdgra van a metanol lehasadasakor keletkezd

fragmensiontol.
3 Y
1 |
253122  384.217
2 4
2
327.159
1 4
342.206
352.191
>
0 * * * * + ¢ + -+
30 40 50 60 70 80
Utkdzési energia (eV)
8. abra

crer

Az 1 és 3 vegyiiletek esetén, ahol az R; = C(O)CH3s, a fragmentacié kezdete
eltér a buprenorfinnal tapasztalttol. A letdrési gorbe azt mutatja (8. abra), hogy az
e-tipusu fragmension (342,206 m/z) intenzitdsa nagyon kicsi, és csak nagy
iitkozési energianal, 50 eV-nal jelenik meg. A legintenzivebb fragmension
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(253,122 m/z) méar 20 eV-ndl képzdédik. Ennél a fragmensionnal mar a metanol,
az R, csoport a piperidin gylirli egy részével egyiitt és az R; csoport is lehasadt.
Ez azt jelenti, hogy kozvetleniil az 1 prekurzorionbol (384,217 m/z) nem hasad le
a C,H,0. Vagyis abban az esetben, amikor az R; = C(O)CHj (1 és 3 vegyiilet),
hasad le.

Ha tovabb vizsgaljuk az 1 és 3 vegyliletek MS/MS spektruménak iitkozési
energia fliggését megallapithatjuk, hogy még a gylirlis alapvaz kotéseinek a

crer

5.1.2. A kondenzalt gyiiriis alapvaz fragmentdcioja

A vizsgalt 6t vegylilet kondenzalt gylirlis alapvdaza megegyezik (R3=H
vagy Rs; = CHj kiilonbségtdl eltekintve), igy az R; és R, csoportok fragmentacioja
utan keletkezd ion azonos (239 illetve 253 m/z). Ennek megfeleléen a nagyobb
energiaju fragmentacid soran keletkezd kisebb tomegili ionok nagy része analog
abra foglalja 0ssze. Az abran a fragmensionok szerkezeti képlete, dsszegképlete
¢s monoizotopos tomege is szerepel. A fragmensek egyértelmli azonositdsara
nagy betliket alkalmaztunk. A legintenzivebb fragmenseket vastag vonallal és
alahuzott betiivel emeltiik ki. A betli melletti csillag arra utal, hogy az MS/MS
spektrumokban a két hidrogénnel kevesebbet tartalmazod fragmension is
megtalalhato. A felkiéltojel pedig azt jelenti, hogy az adott fragmension az 1 és 3
vegyiileteknél + 42,010 m/z-nél is megjelenik, vagyis ahol a C(7) szénatomrol
még nem hasadt le az acetil csoport (R;). Az &dbran nem csak a fragmensek
szerkezete, hanem az is lathatd, hogy mibdl keletkeznek, ezt a késObbiekben
részletesen targyaljuk.

A legintenzivebb fragmensek, amelyeket vastag vonallal és aldhuzott
betlijellel emeltiink ki, analitikai szempontb6l fontosak. A buprenorfin (5)
egyeznek a mar vizsgdlt hasonldé morfinan szarmazékoknal javasolt
szerkezetekkel *4>4047

A buprenorfin fragmentécidja soran képzddott Osszes azonositott iont a 2.
tablazatba gyljtottiik Ossze. Az egyszeresen pozitiv toltésti kationok elméleti
tomege mellett az sszegképlet és a korabbiakban hasznalt jeliik szerepel.
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2. tablazat A buprenorfin dsszes azonositott fragmensionjanak elméleti tomege

m/z  Osszegképlet Jel Megjegyzés m/z  Osszegképlet Jel Megjegyzés
468.311 Cy9H4,NO,  Precursor 267.102 C47H1503 b/cN-MeOH
450.300 CygH4yoNO; a 265.122 CsH470, d/cN-MeOH
436.285  CygH3sNO; Pr-MeOH 263.107 CygH150, d/cN-MeOH-2H
426.264  CysH3sNO,4 aN 263.107 CygH1502 I*

418.274  CygH3NO, a-MeOH 253.122 C47H+70, c/cN-MeOH-CO
414.264  CysH3zsNO, bN 253.086 C1sH1303 C* c/cN-MeOH-C,H,
410.233  CysH3NO, c 243.102 Cy5H1503 B

408.253  CysHzuNO; a/aN 241.086 Cy5H1304 B-2H
396.253  CysH3yNO; a/bN 239.107 CyH150, G e/cN-MeOH
396.217  Cy4H3oNO, b 239.107 C1H1502 D*+2H
394.238  CysH3NOs aN-MeOH 237.091 C1H130, G-2H
394.238  CysH3oNO; d 237.091 C1H1302 D*

382.238 CpyH3oNOs bN-MeOH 235.112 Cy7H450 J*

378.206  Cy4HpsNO; c-MeOH 221.096 C1H130 |

376.227  CysH3oNO, a/aN-MeOH 217.086 C3H1303 Q

371.222 Cp3H3104 cN 211.112 C15H150 H

370.201  CpHpsNO, c/aN+2H 211.075 C14H1102 C

368.222  Cy3H3NO; e 209.060 C13H9O2 C-2H
368.186  CyoHpNO,4 c/aN 199.075 Cy3H110, N

366.206  Co3HpsNO; a/bN-C,Hg 197.060 C13HO, N-2H
364.227  Cp4H3oNO, a/bN-MeOH 193.101 CisHis J

364.191  Cy3HNO; b-MeOH 193.065 C14H O D

362.211  CpHxNO, d-MeOH 187.075 C12H110, AA

356.186  Cp1HsNO, c/bN 185.096 Cy3H130 S

354.170  Cp1HuNO, b/aN 185.060 C12HeO, z

353.211 Co3H2903 a/cN 184.052 C1oHgOy K

3562.191  CpHp6NO; d/aN 183.080 Cy3H410 E

342.170  CyoHNO, b/bN 181.065 Cy3HsO E-2H
340.191  CyHxNOs d/bN 181.065 C13HgO o)

339.195 CyoH,705 cN-MeOH 179.086 CiaH14 R

338.175  Cp1HuNO3 e-CyHg 175.075 C41H110, \

336.196  Cy,HyNO, e-MeOH 173.060 C11HeO, w

336.159  Cp1HxNO; c/aN-MeOH 171.080 C12H410 AH

326.175  CyoH4NO3 e/aN 171.044 C11H;0, X

324.159  CyHxNO; c/bN-MeOH 169.065 CoHsO AB

322.144  CyoHNO4 b/aN-MeOH 165.070 Cy3Hy F

321.185 C22H250; a/cN-MeOH 161.060 C1oHyO2 AC

320.165 CyHxNO, d/aN-MeOH 159.080 CyH410 AJ

314.175  C4gH4NO; e/bN 158.073 Cy1H1cO AK

313.143 C1gH2104 c/cN 153.070 CioHo P

312.159  C19HNO; e/bN-2H 147.044 CgoH;0, Y

310.144  C4gHNO; b/bN-MeOH 143.049 CyoH;O AD

308.165  CyH»NO, d/bN-MeOH 141.070 Cy1Hg Al

299.128 C1gH1904 b/cN 129.070 CioHo AF

297.149 C1gH2103 d/cN 128.062 CioHs AG

296.128  CqgH1gNO; e/aN-C,Hg 123.080 CgH110O L

294149  Cy4gHxNO, e/aN-MeOH 115.054 CoH7 AE

282.149  Cy4gHxNO, e/bN-MeOH 101.096 CeH130

281.117 CgH1703 c/cN-MeOH 97.065 CesHoO u

271.133 C17H1903 A (e/lcN) 91.054 C/H; M

269.117 C17H1703 A-2H 87.044 C4H;0, T
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crer

A kondenzalt  gylris alapvaz fragmentéciojat  részletesen
tanulmanyozhatjuk pszeudo MS® mérések segitségével. Azt, hogy milyen tomegii
fragmensek keletkeznek a prekurzorionbo6l az MS/MS spektrumbol lathatjuk, de
ha a fragmentacios utvonalakat szeretnénk feltérképezni, vagyis az egymas utani
fragmentaciés 1épéseket akarjuk meghatarozni, akkor MS® méréseket kell
végezniink. Q-TOF analizatorral és kvadrupdl iitkdzési cellas késziilékkel ezt ugy
lehet megoldani, hogy a fragmensiont mar az ionforrasban eléallitjuk, és az elsd
kvadrupol analizatorral ezt véalasztjuk ki, és engedjiik az iitkzési cellaba, majd a
masodik repiilési id6 analizatorral ennek a fragmenseit detektaljuk. Ezt pszeudo
MS’® modszernek nevezik. A buprenorfin és szarmazékainak kozos fragmentacios
Iépéseit ezzel a modszerrel vizsgéltuk. Felvettiik a kovetkezd fragmensionok
pszeudo MS® spektrumat: 285 m/z (A), 257 m/z (B), 253 m/z (G), 201 m/z (AA)
¢s 185m/z(X) az 1 vegyilet esetén valamint 243 m/z (B), 239 m/z (G),
211 m/z (C és H), 193 m/z (D és J) és 187 m/z (AA) az 5 vegyiilet esetén.

Ahogy az vérhato volt, a legtobb kisebb tomegii fragmension megjelenik az
A fragmension pszeudo MS’ spektrumaban, hiszen ez az ion nem mas, mint a
teljes alapvaz, csak az R; csoport és az R, csoport a piperidin gytirli egy részével
A (285.149 m/z) pszeudo MS® spektruménak az energiafiiggését a 10. abra
foglalja Ossze.
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10. abra

Kétdimenzios abra, amely az iitkozési energia fiiggvényében mutatja az A ion
(285.149 m/z) pszeudo MS® spektrumdban megjelend fragmenseket.

10-60 eV 1itkdzési energia tartomanyban 2,5 eV-onként rogzitettiik a
pszeudo MS® spektrumokat. Abrazolva a tomeg/toltés és az iitkdzési energia
fliggvényében a relativ intenzitdst egy haromdimenzids &abrat kapunk (a
fragmensek letorési gorbéje egy abran). Ezt levetitve az {itk6zési energia és m/z
sikra, egy kétdimenzios dbrahoz jutunk.* Azért, hogy atlathatd legyen az 4bra,
csak a 20 legintenzivebb fragmensiont tiintettiik fel. Az adott fragmensionnal
akkor van jel, ha a spektrumban a relativ intenzitdsa nagyobb, mint 1%.

A fragmensek megjelenési energiajuk alapjan csoportokba oszthatok, igy a
képzBdésiik sorrendjérél kaphatunk informéciot.''*''? Lehetnek elsé generéacios
(pl.: B, G, Q, C, AA, S, T), masodik generacios (pl.: E, AJ, AH, Y, AK) ¢és
harmadik generacios (pl.: F, P, Al, AF, AG, AE) fragmensionok.

Ezen fobb fragmensek szerkezetét, keletkezésiikhoz vezetd fragmentécios
1épéseket ¢és kiilonbozo reakcid utakat a mar bemutatott 9. abra tartalmazza. A
javasolt szerkezeteket és fragmentacios lépéseket az emlitett pszeudo MS’

38



Kalmar-Biri Bernadett doktori (Ph.D) értekezés

mérésekkel tdmasztottuk ald. A részletes targyalaskor a fontosabb fragmensionok
keletkezésére tériink ki, és a megjelenési energiak alapjan haladunk.

Ahogy az varhat6 volt, azok a prekurzorionok, amik csak az R; (hidrogén
vagy metil) szubsztituensben kiilonboznek, teljesen azonos moddon
fragmentalodnak, eltekintve néhany egyedi fragmensiontdl, ami csak az R3; = CHj;
esetén jelenik meg az MS/MS spektrumban. Az A fragmensionbdl etén vesztéssel
kapjuk a B iont. A C fragmension az A ionbdl etén és metanol konszekutiv
lehasadasaval keletkezhet. Ha pedig az A fragmensionbdl eldszor hasad le a
metanol, akkor jutunk a G ionhoz. A C fragmension kialakuldsahoz vezetd
konszekutiv reakcidkat az is aldtdmasztja, hogy a B ¢és a G fragmensionok
pszeudo MS? spektruméban is megjelenik a C ion.

A H fragmension nincs jelen a B pszeudo MS® spektrumaban még kisebb
iitkozési energianal sem, de a G ionbol képzddik, mégpedig szén-monoxid
eliminacigjaval. A kisebb tomegli F fragmension viszont a B és a G ionokbdl is
keletkezhet. Ez azt jelenti, hogy a B ionb6l az F fragmension mas fragmentacios
uton, a C ionon keresztiil keletkezik, nem a H ionon keresztiil. G ionbol pedig a
H ionon keresztiil. A C ion pszeudo MS® spektruma lathato a 11. abran feliil.
Mindkét esetben a C ionbdl ¢és a H ionbdl is eldszor az E fragmension keletkezik,
¢és ebbdl metanol vesztéssel jutunk az F ionhoz. A G fragmensionbdl még egy
tovabbi Uton eljuthatunk az F ionhoz: Elsé lépésben az Rj3 csoport tavozik
metanolként (I fragmensiont eredményez), majd szén-monoxid 1ép ki (J
fragmensiont kapjuk), és végiil etén hasad le. Meg kell jegyezni, hogy a G ion
pszeudo MS® spektrumaban a J ion intenzitdsa sokkal nagyobb, mint az F ion
intenzitasa, ami arra utal, hogy a J ion stabilabb.
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11. abra

A buprenorfin C (feliil) és AA (alul) fragmensionjanak pszeudo MS® spektruma.
(A szerkezeteket lasd a 9. abran.)

Az AA ¢és a Z fragmensionok minden vizsgalt prekurzorion MS/MS
spektrumaban megtalalhatoak, azonban sem a B, sem a G fragmensionok pszeudo
MS? spektrumaban nincsenek jelen. Ebbél kovetkezik, hogy az AA és a Z ionok
kozvetleniil az A fragmensionbdl keletkeznek. Kialakulasukhoz a C(18)-C(19)-
bdl allo etilén hid és a C(6)-on 1évé metoxi csoport egyiittes jelenléte sziikséges.
Nem keletkeznek a B ionb6l, amirdl csak az etilén hid hidnyzik, és a G ionbol
sem keletkeznek, amirdl pedig csak a C(6) metoxi csoport hianyzik (az A ionhoz
képest). 11. abran alul lathaté az AA ion pszeudo MS® spektruma, amelyben
kiilonb6zd naftalin szarmazékok és gyokos fragmensionok is megjelennek. A
megfigyelések alapjan javaslatot tettink az AA ¢és a Z fragmensionok
szerkezetére €s kialakuldsuk mechanizmusara is (12. abra L. sor). Els6 1épésként a
C(6) és C(18) kozotti egyszeres kotés felhasad, és pozitiv toltés a furdn tipusu O-
re vandorol. Ezt kovetden a szaggatott vonal menti egyszeres kotések felhasadasa
utan kapjuk az AA vagy a Z fragmensiont, amelyek csak egy kotés telitettségében
térnek el. A javasolt mechanizmusban az etilén hid szerepe egyértelmii, hiszen
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része a fragmensionnak. A C(6) metoxi csoport nélkiil pedig az elsé 1épésként
javasolt kotésatrendez6dés nem mehetne végbe.

‘ (o]
) 0\ ‘
E vaﬂfﬁas o-kotés / o Rs
—_— (o) hasadas AA
o-kotés >
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Rs R 0o®
o~ o 2 R3
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- s asadas
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R3

toltés c-kotés
vandorlas hasadas u
R
c-kotés ®
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12. abra
Az AA és Z (1. sor), a T és S (Il. sor) valamint az U és V (Ill. sor) fragmensionok
képzodésére javasolt mechanizmus.

41



Biologiai jelentdségii vegyiiletek modern tomegspektrometriai vizsgalata

A T ionra kiilonleges figyelmet szenteltiink, hiszen az A ion pszeudo MS’
spektrumaban viszonylag nagy intenzitassal jelent meg 87,044 m/z értéknél. A
mért pontos tOmegbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy Osszegképlete C4H;O,.
Tovéabbi informacidt nyerhetink az ionhoz tartozo letorési gorbébdl. A T
fragmension megjelenési energidja ¢és intenzitdsdnak maximuma teljesen
megegyezik az S ion letdrési gorbéjébdl leolvashatd adatokkal. Az is kozos a két
ionban, hogy csak az A fragmension pszeudo MS® spektrumaban jelennek meg, a
tobbi vizsgalt fragmens esetén nem. Ez, és a letorési gorbék azonos lefutdsa arra
utal, hogy a két ion azonos mechanizmus alapjan képzdédik. Ahogy a 12. abra II.
sordban lathat6, a mechanizmus els6 1€épése hasonld az AA és Z fragmensionok
esetén javasolthoz, vagyis az etilén hid atrendezddésével indul a folyamat. A T és
S ionok képzddésénél a C(14) és C(19) kozotti egyszeres kotés hasad fel, és a
C(19) atom a furan tipusu oxigénhez vandorol. Ezt koveti a C(5) és a furan tipust
oxigén kozotti, valamint a szaggatott vonal menti egyszeres kotések hasadasa,
majd végiil gylirizarassal kialakul a T fragmension. Ha a toltés az eredeti gytiriis
szerkezeten marad, akkor jutunk az S ionhoz. Fontos kiemelni, hogy az S és T
fragmensionok relativ intenzitdsa fligg annak a valdszinliségétol, hogy a toltés
melyik termékre keriil a fragmentacios 1épések soran. Kis iitkozési energianal az
S/T intenzitds ardny nagyobb, ami arra utal, hogy a kotéshasadasokat kdvetden a
pozitiv toltés a kedvezményezetten a nagyobb gyliriis szerkezeten marad, igy tobb
S fragmenst latunk, mint T iont. Nagyobb {itkdzési energianal az S/T intenzités
arany csokken, aminek az lehet az oka, hogy a S fragmens stabilitdsa kisebb,
vagyis kdnnyebben tovabb fragmentalodik.

A kisérleti eredményekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az U és V ionok,
hasonléan az S és T ionokhoz, az A fragmensionbol kozvetleniil keletkeznek
egyazon fragmentacids reakcid soran. A javasolt mechanizmust a 12. ébra IIL
soraban tiintettiikk fel. Ebben az esetben a C(14) és C(19) kozotti szigma kotés
hasadasa utan az etilén hid nem a furdn tipust oxigénre kapcsolddik, hanem a
C(6) 1év6 metoxi csoport oxigénjéhez, és a gylirithasadasa utan kapjuk az U vagy
a 'V iont, attdl fliggden, hogy a toltés melyik fragmens részen marad. Az titkozési
energia fliggést megvizsgalva, hasonld kovetkeztetésre juthatunk, mint az S és T
ionok esetében: a pozitiv toltésii kation kialakuldsa a nagyobb gytirlis szerkezeten
kedvezményezett. Ez¢ért a V ion kisebb energianal nagyobb intenzitasban jelenik
meg, mint az U fragmens, de a tovabbi fragmentacidra érzékenyebb, tehat
nagyobb energianal csokken az intenzitasuk aranya.
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A fragmentéci6 utolsé fazisaban, 80 eV koriili litkdzési energianal szdmos
kis tomegti, aromas fragmension képzddik, tobbek kozott a tropilium ion (M) és a
naftalin gyokkation (AG).

A 1 és 5 vegyiletek C (225 m/z), Z (199 m/z) ¢és D (193 m/z)
fragmenseibl felvett pszeudo MS® spektrumok kiértékelésekor, elsd ranézésre
ellentmondasos eredményeket is kaptunk. Az elébbi ionok javasolt szerkezetei
alapjan nem vart fragmensionok is megjelentek az MS’ spektrumokban.
Alaposabban megvizsgalva az 1 prekurzorion MS/MS spektrumat, azt allapitottuk
meg, hogy a 225, 199 és 193 m/z értékeknél dupla csucsok szerepeltek. A C
(225,091 m/z, CisH30,) és a H (225,127 m/z, Ci¢H;0); az S (199,112 m/z,
Ci4H150) és a Z (199,075 m/z, C;3H;,0;) valamint a D (193,065 m/z, C,4H0O) és
a J (193,101 m/z, C;sH;3) fragmensionok jelei atfedtek egymassal az alkalmazott
felbontasnal. Nagyobb felbontasti analizatorral a fenti ionpéarok természetesen
kiilonallo jeleket adnanak a tomegspektrumban. Ezért amikor a pszeudo MS’
mérésekhez kivalasztottuk a C, Z és D ionokat prekurzorionként, egyszerre lattuk
ezek és a tomeghez paronként hozzajuk kozel allo H, S és J ionok fragmenseit a
spektrumban. Ez okozta az ellentmondast. A kiilonb6z6 6sszegképletii, de azonos
nominalis tomegli fragmensek jelenlétét 1 és § MS/MS spektruméaban minden
esetben litkozési energia fiiggés vizsgalataval igazoltuk. A kiillonb6z6 iitkozeési
energianal felvett MS/MS spektrum a 199-es nomindlis tomegnél kinagyitva
lathat6 a 13. abran. Az 4bra azt mutatja, hogyan valtozik a két hasonld tomegii S
¢és Z fragmens intenzitasa az iitkdzési energia novelésével.
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AZ (C13H;10: m/z 199,075) és S (C14H;50; m/z 199,112) fragmensionok
intenzitasanak valtozasa az iitkozési energia novelésevel.

A buprenorfin (5) 20 legintenzivebb fragmensionjat foglalja 6ssze a 14.
abra, amely a 10. abraval analég moédon a tomeg/toltés és az iitkdzési energia
sikjara vetiti le a fragmensionok letorési gorbéjét.” A kétdimenzos 4dbrahoz 30-
80 eV litkdzési energia tartomanyban 2,5 eV-onként rogzitettik az MS/MS
spektrumokat. Az adott fragmensnél akkor van jel, ha a spektrumban a relativ
intenzitasa nagyobb, mint 1%.
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Kétdimenzios abra, amely az iitkozési energia és a tomeg/toltés fiiggvényében
mutatja a buprenorfin prekurzorion (468,311 m/z) MS/MS spektrumaban jelen
lévo 20 legintenzivebb fragmensiont

A 14. abra kiemeli az analitikai szempontbo6l fontos ionokat, és azt is
megtudhatjuk, hogy az adott ionok milyen iitkdzési energidnal jelennek meg, és
milyen energidnal tlinnek el a spektrumbdl. Masrészt azt is leolvashatjuk az
abrarol, hogy adott {itkdzési energianal milyen fobb fragmensionok vannak jelen
az MS/MS spektrumban. Ezek az informaciok segithetnek a vegyiilet
ujjlenyomatszerli azonositasaban is.
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5.2. A szilimarin MS/MS vizsgalata

A mariatdvis extraktumaban talalhato 7 f6 komponens szerkezeti képlete a

15. 4bran lathato.
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A Silybum marianum extraktumdaban (szilimarinban) lévo f6 komponensek

szerkezete.

Kutatocsoportunkban korabban HPLC-MS/MS mddszert dolgoztunk ki a
mariatovisbdl kinyert szilimarin keverék komponenseinek elvalasztasara és

jellemzésére.””  Sikeriilt

elvalasztani 11

komponenst, melybdl

10-et

azonositottunk. Azt tapasztaltuk, hogy a szilibinek, izoszilibinek ¢és szilikrisztinek
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2,3-cisz izomerei teljesen azonos modon fragmentalddtak, mint a 2,3 transz
izomerek,” ezért a fragmentacio energiafiiggését csak a keverékben nagyobb
mennyiségben jelen 1évo transz-izomerek esetén mutatjuk be.

Az 15. abran szereplé mind a 7 vegyiilet Osszegképlete megegyezik
(Cy5H22049), molekulatomegiik 482 g/mol. Elektroporlasztasos ionizacioval,
negativ modban, egyszeres deprotonalt anionna alakulnak [M—H] (481 m/z). igy
MS/MS mérésnél a 481 m/z-t prekurzorionként kivalasztva, az MS/MS
spektrumban nemcsak egyetlen vegyiiletbdl keletkezd fragmensionokat, hanem
mind a 7 vegyliletbdl keletkezd fragmensionok megjelennek. Ahhoz, hogy a
keverékben 1évé komponensek fragmentacios tulajdonsagait kiilon-kiilon
vizsgalni tudjuk, elvalasztastechnikaval kapcsolt MS/MS alkalmazéasara volt
sziikség. Kutatasaink soran a szilikrisztin A (6), szilikrisztin B (8), szilidianin (7),
szilibin A (9), szilibin B (10), izoszilibin A (11) és izoszilibin B (12) vegytiletek

s

5.2.1. A fragmentdcio energiafiiggése

A fragmentacido mértéke jol jellemezhetd az ugy nevezett disszocidlatlan
hanyad (SY) értékkel,'™'"'? Kis iitkozési energianal a SY értéke 1-hez kozeli,
hiszen a spektrumban csak a prekurzorion van jelen, és a fragmentacié még nem
kezdddott meg. Az litkdzési energiat novelve eldszor a kisebb aktivalasi energiat
igényld elsddleges fragmentécios reakciok indulnak be. Még nagyobb energidnal
a prekurzorion intenzitasa csokken, és a fragmensionok intenzitdsa nd, az SY
értéke 0-hoz tart.

Minden vizsgélt vegyiilet esetén felvettik az MS/MS spektrumokat
kiilonbozd {itkdzési energidknal, és meghataroztunk a SY értékeket. A szilimarin
komponensek disszocidlatlan hanyadédnak iitk6zési energia fiiggését (SY gorbe) a
16. abran mutatjuk be.
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A szilimarin 7 f6 komponensének SY gorbéje (disszocialatlan hanyad értéke az
litkozesi energia fiiggvényében). A négyzettel jelolt gorbék a szilikrisztin A, B (6,
8) prekurzorionhoz tartoznak, a kérrel jelolt gorbék pedig a szilidianin (7),
szilibin A, B (9,10) és izoszilibin A, B (11, 12) prekurzorionokhoz tartoznak.

A 16. abran lathat6é, hogy a vartnak megfeleléen a SY gorbék alakja
szigmoid. A szilidianin (7), a szilibin A, B (9, 10) és az izoszilibin A, B (11, 12)
SY gorbéje teljesen egybeesik, ami azt jelenti, hogy ugyananndl az {itk6zési
energidnal indul a prekurzorionok fragmentacioja, mig a szilikrisztin A, B (6, 8)
gorbéje 5 eV-tal kisebb energia fel¢ tolodik el. Meghataroztuk azt a
karakterisztikus {itkozési energiat (CEsp), amelynél a prekurzorion intenzitasa
megegyezik a keletkezett fragmensionok intenzitasaval (a disszocialatlan hanyad
érteke ekkor 0,5). A CEsy értékeket az SY gorbébdl 2 pontos interpolacidval
kaptuk."? Az eredményeket az 3. tblazatban gyiijtottiik 6ssze.
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3. tablazat A szilimarin komponensekre jellemzo CEs titkozési energia értékek.

Komponens neve  CEsj (eV)

6  szilikrisztin A 14,2
7  szilidianin 19,4
8  szilikrisztin B 14,2
9 szilibin A 19,4
10 szilibin B 19,0
11 izoszilibin A 19,2
12  izoszilibin B 19,4

A vizsgalt komponensek MS/MS spektrumait nem egy adott {itkozési
energidnal érdemes Osszehasonlitani, hanem az egyes komponensekhez tartozé
CEsp energiaértéknél, hiszen ekkor lesz hasonld6 mértékii a fragmentacio.
Nemcsak a kiilonb6z6 vegyliletek fragmentaciojat, hanem a kiilonb6z6
késziiléken felvett MS/MS spektrumokat is célszeri az adott késziiléken mért
CEs litkozési energiaértéknél Osszevetni, vagy olyan litkdzési energianal, ahol
azonos mértékll a fragmentacid. A szilikrisztin A (6), szilidianin (7), szilibin A
(9) ¢és izoszilibin A (11) vegyiiletek CEsp-nél felvett MS/MS spektruma lathaté a
17. abran. Kutatdécsoportunk korabban megallapitotta, hogy a két szilikrisztin
diasztereomer (6, 8), a két szilibin diasztereomer (9, 10) és a két izoszilibin
diasztereomer (11, 12) MS/MS spektruma megegyezik,”” ezért csak 4 spektrumot
mutatunk be a 7 komponensre.

A szilimarin komponensekhez tartozé CEsy 14-20 eV kozé esik. Ennél az
alacsony iitkdzési energidnal az elsddleges fragmentacid soran keletkezd ionok
figyelhetdek meg. Ahogy az a 17. dbran lathato, a legintenzivebb fragmension
minden szilimarin komponensnél kiilonb6z6. A szilikrisztinekbdl (6, 8) a 451 m/z
ion, a szilidianinbol (7) a 151 m/z ion, a szilibinekbdl (9, 10) a 301 m/z ion, az
izoszilibinekbdl (11, 12) pedig a 453 m/z ion keletkezik a legnagyobb
intenzitassal. A kis iitkozési energianal felvett tomegspektrumban tapasztalt
eltérések lehetséget adnak a szilimarin komponensek gyors azonositasara.”
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Szilimarin komponenseinek MS/MS spektruma a prekurzorion 50%-os
fragmentaciojanal (a komponensekre jellemzo CEs titkozési energianal rogzitve):
szilikrisztin A (6), szilidianin (7), szilibin A (9) and izoszilibin A (11).

Ahogy azt mar kordbban is emlitettiik, az iitk6zési energia novelésével
egyre tobb fragmension jelenik meg az MS/MS spektrumban, igy tobb szerkezeti
informaciot nyerhetiink a prekurzorionrél. Az SY = 0,01 értékhez tartozo6 iitkozési
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energia a CEy;. Ennél az energianal felvett MS/MS spektrumokat lathatjuk a 18.

abran.
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Szilimarin komponenseinek MS/MS spektruma az 1%-os disszocidlatlan
hanyadhoz tartozo iitkozeési energianal (CEy;): szilikrisztin A (6), szilidianin (7),
szilibin A (9) and izoszilibin A (11).
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Az MS/MS spektrumokban megjelend fragmensionok szerkezetére
talalhatunk javaslatot az irodalomban. A 4. tablazatban foglaltuk Ossze a jelen
értekezésben emlitett fragmensionok szerkezeti és Osszegképletét, valamint a
hozzajuk tartozé elméleti és mért pontos tomeget foként Lee és munkatarsai altal
javasoltak alapjan.” Egyetlen fragmension szerkezetére adtunk eltéré javaslatot, a
hasznalt miszer eltérd pontossdgdbdl adodddan. Lee ¢és munkatarsai a
szilikrisztinek, szilibinek ¢€s izoszilibinek esetén C;oH; 05 0Osszegképleti
szerkezetet javasoltak a 179 m/z ionra, mig a szilidianin esetében CgH;Os
Osszegképletli szerkezetet az ugyanilyen nominalis tomegli fragmensionra. A
nagyfelbontdst MS/MS mérések eredményei azonban azt mutatjak, hogy ez a
fragmension minden szilimarin komponens esetén megegyezik, a helyes szerkezet
pedig a szilidianin fragmension szerkezete, melynek pontos tomege 178.997 és az
Osszegképlete CgH3Os (4. tablazat).
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4. tablazat Az értekezésben emlitett fragmensionok feltételezett szerkezeti és

osszegképlete valamint a hozzdjuk tartozo mért és elméleti m/z értékek.

Meért
(elméleti) [Prekurzorion|/QOsszegképlet Javasolt szerkezeti képlet
m/z
©
szilibinek O OH
125.024 | izoszilibinek
C¢HsO
(125.024) |szilikrisztinek| > °
szilidianin
OH
©
szilibinek O o
151.002 |izoszilibinek
C;H;0
(151.004) |szilikrisztinek| > *
szilidianin O
OH
S
@) OH
152.012 szilibinek
o C;H,0
(152.012) |izoszilibinek [ \@CO
OH
o
szilibinek O Q
178.997 | izoszilibinek C.HAO —0
(178.999) |szilikrisztinek| —° > °
szilidianin
oH ©O
©
@) OH
180.003 szilibinek C.LO o
(180.006) |izoszilibinek | ~* *° co
OH O
@)
301.030 | szilibinek 0]
C,sHyO
(301.035) |izoszilibinek | " '
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5.2.2. A szilibinek és az izoszilibinek eltéro fragmentdciojanak értelmezése

A szilimarin komponensek fragmentaciojakor nagyon sok hasonldsagot
tapasztalhatunk, hiszen rokonvegyiiletekrél van szo, és a kisebb szerkezeti
eltérésekbol adodo kiillonbségek is jol megfigyelhetdek. Példaul a szilidianin (7)
MS/MS spektrumaban a legintenzivebb fragmensionok 151 m/z-nél és 179 m/z-
nél lathatdak 5-32 eV iitkdzési energidnal, addig a szilibinek (9, 10) esetében a
legintenzivebb ionok a 125 m/z és 301 m/z értéknél megjelend ionok. Ez a
kiilonbség a prekurzorionok szerkezetének kiilonbségébdl és a fragmensionok
feltételezett szerkezetébdl egyértelmiien adodik.

Meglepd azonban, hogy a szilibinek (9, 10) és izoszilibinek (11, 12)
fragmentacidjakor keletkezd ionok intenzitdsa is eltéré annak ellenére, hogy a
vegyiiletek szerkezete nagyon hasonld. A 301 m/z fragmension a szilibinek
spektrumaban, mig a 453 m/z fragmens az izoszilibinek spektruméban nagyobb
intenzitdsu. Az utdbbi 453 m/z fragmension ugy keletkezik, hogy a C(4) atom ¢és
a rajta 1évé oxocsoport CO-ként tavozik. A szilibinek és az izoszilibinek
szerkezete kozott az a kiilonbség, hogy a C(10) és C(11) atomokon 1évd
szubsztituensek fel vannak cserélve, bar ezek az atomok a legstabilabb
konformacidoban elég messze vannak a C(4) atomtdl, igy ez a szerkezeti
kiilonbség nem magyarazza a fragmentacioban tapasztalt eltérést. Nemcsak a 301
és 453 m/z fragmensionok intenzitdsdban van kiilonbség, hanem azt is
tapasztaltuk, hogy a 451 m/z fragmension a izoszilibinek MS/MS spektrumaban
meg sem jelenik. Az irodalomban ezekre az eltérésekre csak egyszerli
magyarazatokat taldlhatunk, példaul, hogy a 4-hidroxi-3-metoxi-fenil
molekularész sztérikusan géltolt.73

Ahhoz, hogy a tapasztalt hasonlosagokat és kiilonbségeket értelmezni
tudjuk, megvizsgaltuk a megjelend fragmensionok letorési gorbéjét, vagyis egy
adott fragmension intenzitasanak valtozasat az iitkdzési energia fliiggvényében. A
szilibinek ¢és az izoszilibinek fragmentacidjakor keletkezd eltérd intenzitasu 301,
451 ¢és 453 m/z fragmensionok letorési gorbéit hasonlithatjuk dssze az 19. abran.
Az y-tengelyen abrazolt relativ intenzitds az adott iitkdzési energianal felvett
MS/MS spektrumban mutatja a fragmension ardnyat az dsszes megjelend ionhoz
viszonyitva, beleértve a prekurzoriont is.
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19. abra
A 301, 451 és 453 m/z fragmensionok letorési gorbéi a szilibin A (9) (teli pontok)
és az izoszilibin A (11) (iires pontok) esetében.

Feltételezésiink szerint az eltér6 fragmentacidés viselkedés annak
koszonhetd, hogy a szilibinek és izoszilibinek egyes konformerei eltérd
stabilitastiak. Ennek igazoldsdra molekulamechanikai szamitdsokat végeztiink.
MMEFF (Merck Molecular Force Field) konformécios analizisnek vetettiik ala a
szilibin A (9) és az izoszilibin A (11) vegyiileteket Macromodel 9.7.211
szoftver''* segitségével. A megengedett energiavaltozas 84 kJ/mol volt és a
szamitasok vakuumra vonatkoztak. A szilibin A vegyiiletre 2493 az izoszilibin A
vegyliletre 2349 lehetséges konformert kaptunk a megadott energiaszinten beliil.
A kapott konformereket klaszterekbe rendeztiik aszerint, hogy a C és a D gytrt
milyen konformacios helyzetben van. Mivel az eredmények az atommagok
koordinatait tartalmaztak, a kiilonboz6 konformaciokat ugy klasztereztiik, hogy a
gyluri konformerek megfeleld szubsztituenseinek a tavolsagat vizsgaltuk.
Eredményképpen 4 csoportra lehetett osztani a tobb mint 2000 konformert. A C
szubsztituensek helyzete diekvatorialis vagy diaxidlis lehet. Ennek megfelelen a
legstabilabb konformereket tartalmazo elsé csoportba azok a konformerek
kertiltek, ahol a szubsztituensek mindkét gytiriin diekvatorialisan helyezkednek el.
Masik két csoportba kiiloniilnek el azok a térszerkezetek, ahol az egyik gytriin a
szubsztituensek diaxialisak a masikon pedig diekvatorialisak.
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Az utols6 csoportban, ahol mindkét gylriin diaxialis helyzetlieck a
szubsztituensek 18-18 konformer talalhaté a szilibin A (9) és az izoszilibin A(11)
vegyiiletek esetében is. Az utobbi térszerkezeteket B3LYP/6-31G (d) szinten is
optimaltuk Gaussian 09 szoftvercsomag segitségével.''> A 4 csoport legstabilabb
konformereinek relativ B3LYP energiait az 5. tablazatban lathatjuk.

5. tablazat A4 szilibin A (9) és az izoszilibin A (11) legstabilabb konformereihez
tartozo relativ B3LYP energidk.

C gyiiri D gyl E (kJ/mol) E (kJ/mol)
szilibin A (9)  izoszilibin A (11)
diekvatorialis diekvatorialis 0,0 0,0
diekvatorialis diaxialis 16,8 13,3
diaxialis diekvatorialis 25,6 25,0
diaxialis diaxialis 33,1 60,6

A 5. tablazatban lathat6, hogy a legstabilabb dupla diekvatorialis
konformacidohoz viszonyitva a D gyliri atfordulasdhoz ~15 kJ/mol energia
sziikséges mindkét vegyiilet esetén. A C gytirlin 1év0 szubsztituensek diaxialis
térallasa kb. 25 kJ/mol-lal nagyobb energiaji a szilibin A és az izoszilibin A
esetén is. Azonban a dupla diaxialis konformerhez tartoz6 energiaszintek
jelentdsen eltérnek a szilibin A (33,1 kJ/mol) és az izoszilibin A (60,6 kJ/mol)
vegyiileteknél. A 20. abran mutatjuk be ezen konformerek haromdimenzios
térszerkezetét, amelyek megjelenitéséhez MOLEKEL szoftvert hasznaltunk.''®
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20. abra
A szilibin A (9) és az izoszilibin A (11) legstabilabb konformereinek 3 dimenzios
térszerkezete a hozzajuk tartozo energiaszintekkel.

o

Amikor a szilibin A vegylilet C ¢és D gytirijén is diaxialis térallasuak a
szubsztituensek, akkor a vegyiilet Osszehajlik. Az E gylri kozel keril a
kromanon részhez €s jabb hidrogénkotések kialakuldsara lesz lehetdség, példaul
a C(7)-OH ¢s a C(20)-OH csoportok kozott, amelyek stabilizalhatjadk ezt a
konformaciot. Az izoszilibin eltéré konstiticidja miatt ezek az atomcsoportok
nincsenek elég kozel egymdashoz, hogy elég erés masodlagos kotések
alakulhassanak ki, igy ez a konformer nagyobb energiaji, ami azt jelenti, hogy az
izoszilibin A kisebb valoszinliséggel veszi fel ezt a konformaciot.

A szilibinek ¢és az izoszilibinek legstabilabb (dupla diekvatorialis)
konforméacioiban a C(10)-OH csoport hidrogénkdtést alakithat ki az O(9)

oxigénnel, de a szilibinek dupla diaxialis konformerénél ez a hidroxil csoport kiall
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a molekulabol (20. abran kék korrel kiemelve), ezért mar kis energianal (10 eV)
lehasadhat kt')zvetleniil a prekurzorionrél A téwozc') csoport formaldehid
fragmensmn 451,105 m/z-nél jelenik meg a szﬂlbln A MS/MS spektrumban.

A 19. ébréan lathato, hogy 10 eV-nal kisebb iitkdzési energianal a 301 m/z
fragmension letdrési gorbéje egybeesik a szilibin A (9) és az izoszilibin A (11)
esetén, de 10 eV folott (amikor a 451,105 m/z fragmension megjelenik a szilibin
A-ndl) a szilibin A prekurzorionbol nagyobb intenzitassal keletkezik a 301 m/z
fragmens. A megfigyelések alapjan mechanizmust javasoltunk a 301 m/z
fragmension képzddésére, amit a 21. dbran mutatunk be.

.+ CH,OH
: C[
O
CHZO o j\©:
szilibin A (9) m/z 451
e, o
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(Y o]
o
o o [ I
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izoszilibin A (11) m/z 451

OMe

21. abra
A 301 m/z fragmension képzodésére javasolt mechanizmus a szilibin A (9) és az
izoszilibin A (11) prekurzorionbol.

Ugy gondoljuk, hogy a di-keto fragmension (301 m/z) mind a szilibinek
mind az izoszilibinek esetén ugyanazzal a mechanizmussal keletkezik, a két C-O
kotés egyidejii felhasadasaval, retro-Diels-Alder reakcidban (21. abra). Azonban
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10 eV folott, a C(10)-rdl torténd formaldehid vesztés egy 0j reakcidutat nyit meg,
aminek kdszonhetden a 301 m/z fragmens képzddése gyorsabb lesz a szilibin
esetén, mig a tovabbi disszociacidjanak a sebessége nem valtozik. A 301 m/z
fragmension igy felhalmozodik, vagyis az intenzitdsa nagyobb lesz, mint az
izoszilibinnél (19. abra).

A konformacidanalizis soran kapott eredmény, miszerint a dupla diaxialis
konformerek eltéré energidjuak, a 453 m/z fragmension intenzitdsdnak
kiilonbsége is értelmezhetd. A 20. dbran lathato, hogy a szilibin dupla diaxialis
konformerében a C(4)=0 lehasadasa sztérikusan gatolt, és az oxigén atom még
masodlagos hidrogénkdtést is 1étesithet, igy ez a csoport kisebb valoszintiséggel
fragmentalodik.

5.2.3. A fragmensionok intenzitisanak energiafiiggése

A 22. abran lathatoéak a szilikrisztinek, a szilidianin, a szilibinek ¢és az
izoszilibinek fobb fragmensionjainak letdrési gorbéi.

7 11
£ #
N °N
g g
£ £
2 2
& 5
E g
Utkozési energia (eV) Utkozési energia (eV)
22. abra

A szilidianin (7) és az izoszilibin A (11) prekurzorionokbol képzodo fragmens
ionok intenzitasanak energiafiiggése.
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23. abra
A szilikrisztin A (6) és a szilibin A (9) prekurzorionokbol kepzodo fragmens ionok
normalizalt letorési gorbéi.

A normalizalt gorbék jobban szemléltetik a fragmensionok keletkezésének
sorrendjét, mivel az intenzitds maximumokhoz tartozd {itkdzési energia
konnyebben leolvashatd. A szilibinek (9, 10) ¢és az izoszilibinek (11, 12)
fragmensionjai  két csoportba oszthatoak a fragmensionok maximalis
intenzitdsahoz tartozo6 energia alapjan. A kezdeti bomlasi rekciok soran keletkezd
fragmensionok intenzitdsanak a maxima 23 eV koriil van, a konszekutiv reakciok
soran képz6 fragmensionoké pedig 32 eV koriil (23. abra). A szilikrisztin A (6)
fragmensionjai nem kovetik ezt a trendet, a megjelenési energidk teljesen
eltérnek.

A 453 ¢és 463 m/z fragmensionok képzddéséhez sziikséges a legkisebb
aktivalasi energia, igy ezek a bomlasok kezdddnek meg a legkisebb iitkozési
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energidknal. A prekurzorionbol CO vesztés sordn keletkezik a 453 m/z ion, viz
eliminacigjaval pedig a 463 m/z ion. Mas kis energidji fragmensek a
szilikrisztinek esetén a 451, 433 és 355 m/z-nél megjelend ionok, a szilibinek ¢és
izoszilibinek esetén pedig a 301 m/z ion (23. abra).

Ahogy noveljiik az {itk6zési energidt (20-30 eV) Gjabb bomlasi folyamatok
konszekutiv reakciok sordn. Azon fragmensionok fragmentacioja igényli a
legnagyobb aktivalasi energiat, amelyek a legnagyobb iitkdz¢ési energidnal
jelennek meg. Ezen ionok a szilikrisztin MS/MS spektruméban a 151 m/z ion,
szilidianinnal a 125 m/z ion és a szilibinek/izoszilibinek esetén a 152 m/z ion.

Az egyes fragmensionok megjelenési energidja és egymashoz viszonyitott
aranya segitséget nyujthat a szilimarinban jelenlévd kiilonb6z6 flavanolignanok
azonositasaban.
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5.3. A poli-(2-etil-2-oxazolin) (pEtOx) MS/MS vizsgalata

5.3.1. Az eloallitott polimer jellemzése

A vizsgaland6é poli-(2-etil-2-oxazolin) €16 kationos polimerizacidval
allithat6 elé 2-etil-oxazolin monomerbdl kiindulva. A polimer jellemzésére
tobbféle technikat is alkalmaztunk. M¢éretkizardsos kromatografiaval
megallapitottuk a kapott polimer szamatlag- és tomegatlag-molekulatomegét és
molekulatomeg eloszlasat, NMR mérések segitségével pedig a szerkezetrdl
kaptunk informaciot. A 'H-NMR spektrumban megjelend csticsokbol az
kovetkezik, hogy a metilén és metil H-ek ardnya 6:3, ami megfelel a pEtOx
polimer ismétlédod egységében 1évé H-ek aranyanak, azonban a végcsoportokrol
nem kaptunk egyértelmii informaciot.

A tomegspektrometriai modszereknek koszonhetéen nem csak a polimer
polidiszperzitasa, tomegatlag és szamatlag molekulatomege hatarozhaté meg,
hanem az egyes oligomerek pontos molekulatdmege ¢és eloszlasa is. Az
oligomerek csucsa kozotti tavolsag megadja az ismétlodd egység tomegét
egyszeres toltésii sorozat esetén. Ennek ismeretében pedig a végcsoportok
molekulatdmege is meghatarozhato.

A pEtOx polimer MALDI-MS spektruma a 24. &bran lathato. A
tomegspektrumban megjelend egyszeres toltésti ionok jol szemléltetik a polimer
molekulatdmeg eloszlasat.
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24. abra

A pEtOx polimer MALDI-TOF MS spektuma
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Az egyszeres tOltésli csucsok kozotti tdvolsdg 99 m/z, ami megegyezik az
ismétlodé egység (CsHoNO) tomegével. A spektrumban két sorozat is
megfigyelhetd, melyek végcsoportjai kiilonboznek egymastol. Az eldallitott
pEtOx szerkezetét a 25. 4bra mutatja.

CH /R/\;ﬂn\OH HnOH

3

Me-pEtOx H-pEtOx

25. 4bra
A pEtOx polimer szerkezete a kiilonbozo végesoportokkal.

A pEtOx tomegspektrumat mas ionizacios technikakkal is felvettik. Az
APCI-MS spektrum lathaté a 26. abran. Az ionforrasban alkalmazott nagy
hémeérséklet miatt a nagyobb tomegii oligomerek jelintenzitasa kisebb, mivel azok
részben fragmentalodtak.'!’
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26. abra
A pEtOx polimer APCI-Q-TOF MS spektruma.

Az  ESI-MS  spektrumban  mindkét sorozat tagjai  protonnal,
ammoniumionnal vagy natriumionnal ionizalva; egyszeres és kétszeres toltésti
adduktként is megjelennek (27. abra). Példaul a 825,6 m/z-nél megjelend ion a
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protonalt 8 ismétlddd egységet tartalmazd Me-pEtOx oligomer csticsa. Az
oligomer molekulatomege ennek megfelelden §24,6 Da. Bar a protonalt molekula
a legintenzivebb, de ugyanez az oligomer natriumionnal ionizadlva is megjelenik
847,6 m/z-nél. A 811,6 m/z-nél megjelend csucs pedig a protonalt H-pEtOx
oligomerhez tartozik.
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27. abra
A pEtOx polimer ESI-Q-TOF MS spektuma.

Azért, hogy igazoljuk a kiilonb6zdé végesoportih polimerek szerkezetét a
polimert deuteralt metanolban oldottuk, és felvettilk az ESI-MS spektrumat. A
Me-pEtOx tomege 2 egységgel, a H-pEtOx tomege 3 egységgel tolodott el. A
javasolt szerkezet alapjan a polimer 1 illetve 2 disszocidbilis protont tartalmaz. A
deuteralt polimer spektrumaban tapasztalt 2, ill. 3 m/z eltolodds megegyezik a
szerkezet alapjan vart eltolodéassal, hiszen az ionizdcid is deutériumionnal
torténik.

A DART (valos idejii kozvetlen analizis) ionizaciés modszerrel felvett
spektrumban (28. abra) egyszeres toltésli protonnal ionizalt oligomerek lathatoak,
¢s a technika sajatossdgai miatt a nagyobb polimerizacios foku oligomerek nem
jelennek meg a tomegspektrumban.
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28. abra
A pEtOx polimer DART-Q-TOF MS spektuma.

Az emlitett technikédkkal meghataroztuk a szamatlag-molekulatomeg (M,),
tomegatlag-molekulatomeg (My,) valamint polidiszperzitds (My/M,) értékeket. A
kapott eredményeket foglalja 0Ossze a 6. tablazat. M¢éretkiszoritasos
kromatografidval a két kiilonb6z6 végesoportli polimert nem lehetett elvalasztani,
igy a meghatdrozott atlag-molekulatomeg a keverékre vonatkozik. A
tomegspektrometriai modszerekkel azonban elvalasztas nélkill meg lehetett
hatarozni mindkét végcsoportll polimer vonatkozé adatokat kiilon-kiilon.

6. tablazat Az eloallitott pEtOx polimer szamatlag-molekulatomege (M,),
tomegatlag-molekulatomege (M,,) és polidiszperzitasa (PDI, M,,/M,).

Me-pEtOx H-pEtOx
M, M, PDI M, M, PDI
MALDI-MS 1030 1110 1,08 870 960 1,10
APCI-MS 750 800 1,07 650 710 1,09
ESI-MS 950 1030 1,08 820 920 1,12
SEC 1130 1190 1,05 - - -

A MALDI és ESI-MS spektrumbol szamolt M,, és My, értékek jol egyeznek,
de az APCI-MS spektrumbol meghatarozott értékek ezeknél kisebbek. Ez abbol
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adodik, hogy az APCI ionforrasban alkalmazott nagy hémérsékleten a nagyobb
tomegfi oligomerek részben fragmentalodtak.'!’

Elvégeztik a polimer kromatografids elvélasztasat is. Forditott fazisu
gradiens modszer segitségével metanol:viz eluenssel sikeriilt elvalasztani
egymastol a kiillonbozé lanchosszisagi és kiillonbozo végesoportu oligomereket.
A tomegspektrometrids detektalassal kapott ugynevezett totdlion kromatogram
lathat6 a 29. abran.
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29. abra

A pEtOx polimer LC-MS kromatogramja. A H és a Me a polimer végcsoporjara
utal, a szamok pedig az ismétlodo egységek szamdt jelentik.

5.3.2. A pEtOx polimer fragmentdcidja

crer

lanchosszusagu molekulat prekurzorionként, és felvettiik az MS/MS spektrumat.
Mivel a polimer polidiszperz rendszer, el6fordulhat, hogy a prekurzorként
kivalasztott m/z értéknél tobb molekuldhoz tartozd ion is megjelenik. Ezért
rogzitettiikk az egyes oligomerekhez tartoz6 fragmentacios spektrumokat MS/MS
¢s LC-MS/MS moddszerrel is. Megallapitottuk, hogy nincs kiilonbség a kapott
spektrumok kozott, igy a tovabbi vizsgalatokat elvalasztastechnika nélkiil
végeztik.

Megvizsgaltunk a pEtOx mintdban jelenlévo kiillonb6zd polimer sorozatok

crer
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Megallapitottuk, hogy egy adott lanchosszisagh pEtOx oligomer MS/MS
spektrumaban ugyanazon fragmensionok jelennek meg az ionizacids technikatol
fiiggetlentil (ESI, APCI, DART). A 7 ismétlod6 egységet tartalmazé Me-pEtOx
¢s H-pEtOx polimerek pozitiv ionmddban felvett APCI-MS/MS spektrumai
lathatoak a 30. dbran.
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30. abra

A Me-pEtOx és a H-pEtOx 7 ismétlodo egységet tartalmazo protonalt tagjainak
APCI-MS/MS spektruma. A prekurzorionok ésszegképlete:
[CH;3(CsHyNO),OH+H] " és [H(CsH:NO),OH+H]"
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A Me-pEtOx polimer MS/MS spektrumaban harom fragmension sorozat
jelenik meg (A, B és C). A prekurzorionbdl tovabba két semleges molekula
vesztés (L. és I1.) lathat6 a 30. abran, amelyekrdl késobb lesz szd. A fragmension
sorozatok tagjai kozott 99 m/z kiilonbség van, ami egy ismétlodd egység
molekulatomegének felel meg. A C sorozat dsszegképlete a pontos tomeg alapjan
[(CsHoNO),+H]", vagyis pontosan az ismétlddd egységek tobbszorose, azonban a
végcsoportokat nem tartalmazza. Az A sorozat tomege 14,016 m/z-vel tér el a C
sorozattol, ami CHy-nek felel meg. Az A sorozat Osszegképlete
[(CsHoNO),CHs]", vagyis az ismétlédd egységeken kiviil a metil végcsoportot
tartalmazza, azonban a hidroxil végcsoportot nem. A pontos tdmeg alapjan a B
sorozat az ismétlodo egységeken felill C,HsO-t tartalmaz (45,026 m/z),
Osszegképlete tehat [(C5H9NO)nC2H5O]+. A fragmension sorozatokra javasolt
Osszegképletet, elméleti €s mért m/z értékeket a 7. tablazatban lathatjuk.

7. tablazat A Me-pEtOx polimer fragmentdciojakor keletkezé sorozatok
osszegképlete és a hozzajuk tartozo mért és szamitott m/z értékek.

n=2
altalanos . Kénlet mért elméleti
Osszegképle
Osszegképlet Bp m/z m/z

A sorozat  [(CsHoNO).CH;]" [CLiHaN,O0,]7 213,159 213,160
B sorozat [(CsHoNO),CoHsO]" | [CioHasN2Os]" 243,169 243,170
Csorozat  [(CsHoNO),H]' [CioHoN>0,]" 199,144 199,144

A H-pEtOx polimer MS/MS spektrumaban csak 2 fragmension sorozat
jelenik meg (30. abra), melyek pontos molekulatomege megegyezik a Me-pEtOx-
bol keletkez6 B ¢és C sorozat pontos molekulatomegével. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a B és C sorozatok nem tartalmazzak a polimer egymastol
kiilonbozd végesoportjat (H vagy Me). Az A sorozat azonban tartalmazza ezt a
végesoportot (A’), igy a H-pEtOx esetében 14 m/z-vel el van tolodva és igy
molekulatomege atfed a C sorozat molekulatomegével.

A 30. abran lathato két semleges molekulavesztés (I. és II.) a H-pEtOx
esetében is megjelenik a prekurzorionbol. A pontos tomegek alapjan a tavozo
semleges molekulak 0Osszegképlete Cs;H4O (1. 56,026 Da) és Cs;HeqO, (IL
74,038 Da). A 1. lehasadas az ismétlodé egység oldallancanak eliminécidjaval
értelmezhetd. A 11. hasadas (C3H¢O,) elméletileg az oldallanc és egy vizmolekula
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egyiittes eliminacidjabol is adddhatna, de ezt a fragmens ionok megjelenési
energidja nem tdmasztja ald. A fragmentacio6 energiafiiggését késobb részletezziik.

Az MS/MS spektrumban megjelend fragmens sorozatok szerkezetét
deuteralt oldoszerben végzett kisérletekkel igazoltuk. Ahogyan azt kordbban is
emlitettiik, a H-pEtOx két disszocidbilis hidrogént is tartalmaz, mindkét
végcsoporton egyet-egyet, a Me-pEtOx pedig csak egyet a hidroxil végcsoporton.
Ezért az MS/MS spektrumban lathat6 tomeg-eltolodasokbol kdvetkeztetni lehet a
végcsoportok jelenlétére az egyes fragmensionokban. A deuterdlt Me-pEtOx
MS/MS spektruméban a prekurzorion tomege a vart 2 m/z egységgel tolodik el, a
B ¢és C sorozat tomege 1 m/z egységgel, az A sorozat tomege pedig nem valtozik.
A deuterdlt H-pEtOx MS/MS spektrumdban a prekurzorion molekulatdmege 3
egységgel tobb, mint a nem deuterdlté, az A’=C és B fragmension sorozatok
molekulatomegei pedig 1-1 egységgel tolodnak el. Az eredmények igazoltak,
hogy az A, A’ sorozat tartalmazza a H vagy Me lancvéget, de a hidroxil lancvéget
nem. Azt is megallapitottuk, hogy a B ¢és C sorozat a H vagy Me lancvéget nem
tartalmazza, de a hidroxil lancvéget igen.

A polimer lanc fragmentacidés mechanizmusdnak részletesebb megértéséért
pszeudo MS® vizsgalatokat végeztiink. A 30. 4bran lathato fragmensionokat mar
sorozat csak az A sorozat pszeudo MS® spektruméban jelent meg, a B sorozat
pedig csak a B sorozatbol képz6dott. A C sorozat azonban megjelent a C sorozat
és a B sorozat pszeudo MS® spektrumaban is. A tapasztalatokat a 31. abra foglalja
Ossze.
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31. abra
A pEtOx polimer fragmentdciés sémdja a pszeudo MS® eredmények alapjan.

Az eddigi eredmények alapjan az A, B és C sorozatok képzdédésének
feltételezett mechanizmusa a 32. dbran lathato. Ha a protonalédés a hidroxil
oxigénen torténik, akkor ez a végcsoport fragmentalodik viz kilépéssel (32. abra
1. sor), és az A sorozat elsé tagjat kapjuk termékionként. Ha a protonalodas a
lancban 1évé egyik nitrogénen torténik, akkor a szomszédos szénatomokon
lecsokken az elektronsiiriség, ¢és a mellette 1évé ismétlddo egység oxo
csoportjanak tamadésa az elektrofil C atomra indukalja a N-C kotéshasadast. Ez a
kotéshasadas torténhet a polimer mindkét vége feldl, ami az A vagy a B sorozatot
eredményezi (32. abra 2-3.sor). A C sorozat a prekurzorionbdl és a B sorozatbol
is képzddik, tomege 44,026 m/z-vel kisebb, mint a B sorozat tdmege, vagyis a
tavozd csoport Osszegképlete C,H4O. A deutériumos kisérletek alapjan ez a
csoport nem tdvozhat a hidroxil végcsoport feldl, hiszen tovabbra is tartalmaznia
kell ezt a végcsoportot. A C sorozat javasolt képzddési mechanizmusa é€s
szerkezete a 32. dbra 4. soraban lathato.
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32. abra
Az A, B és C termékion sorozatok képzodésének feltételezett mechanizmusa.

5.3.3. A pEtOx polimer fragmentdciojanak energiafiiggése

A polimerbdl képz6dd fragmensionok intenzitasa fligg az {itkozési
energiatol. Kisebb {iitkdzési energia hatasara csak a kisebb aktivalasi energiat
igényld kotéshasaddsok mennek végbe. Ahogy noveljik az iitkozési energiat,
tobb kisebb tomegli fragmension jelenik meg. A 2-10 ismétlodd egységet
58 eV iitkdzési energia tartomanyban. A Me-pEtOx polimerbdl képz6do
fragmensionok letorési gorbéi lathatok a 33. dbran.
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33. abra
A 7 ismétlodo egységet tartalmazo Me-pEtOx oligomerbdl képzodo
fragmensionok letérési gorbéi.

crer

energia, a C3H40 ¢és C3H¢O, molekuldk disszocidcioja nagyobb energiat igényel.
A polimer lanc hasadasdhoz, vagyis a fragmension sorozatok képzddéséhez
sziikséges a legnagyobb iitk6zési energia. Az mar az MS/MS spektrumbdl is jol
lathato, hogy az A és B sorozatok intenzitasa hasonld, mig a C sorozat intenzitasa
sokkal kisebb. Az A ¢és B sorozathoz tartozd letdrési gorbe lefutdsa is
megegyezik, ami arra utal, hogy a képzddési mechanizmus is hasonld. Az
eredmények alatamasztjak a 32. &bran javasolt fragmentdcidés mechanizmust,
hiszen a protonalt nitrogén mindkét oldalara ugyanolyan valdszintiséggel
torténhet az oxo csoport tamadasa, igy a keletkez6 fragmensionok intenzitasdnak
aranya megkdzelitéleg 1:1. A javasolt mechanizmus alapjan a C sorozat a B
sorozatbol keletkezik, ennek megfeleléen nagyobb {itk6zési energianal jelenik
meg a spektrumban.

A C3H4O vesztés az ismétlodé egység oldallancanak lehasadéasaval
értelmezhetd (35. abra 1. sor). A C3HeO; kilépés elméletileg az oldallanc és egy
vizmolekula egymas utani eliminacidjabol is adodhatna. A 34. &bran lathaté
normalizalt letorési gorbék azonban azt mutatjak, hogy a C3H¢O, lehasadasahoz
kisebb energia sziikséges (34. abra, piros kereszt), mint az oldallanc
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s

lehet a viz és az oldallanc konszekutiv eliminacidjanak eredménye, hanem
kozvetleniil a prekurzorionbdl torténik egyetlen 1épésben.

Relativ intenzitas

—=—-H20
A -C3H40
—%—-C3H602

32 42

Utkozési energia (eV)

34. abra
A 7 ismétlodo egységet tartalmazo pEtOx prekurzorionbol kozvetleniil keletkezo
fragmensionok normalizalt letérési gorbéje.

A 7 ismétlddé egységet tartalmazd Me-pEtOx prekurzorionbol C;HeO,
eliminacigjaval képzodd fragmension tdmege 652,4 m/z. Felvettik ennek a
fragmensionnak a pszeudo MS’ spektrumat, amiben az A, B és C sorozatok is
megjelennek. Ez azt jelenti, hogy a fragmensionnak tartalmaznia kell a polimer
mindkét lancvégét, vagyis a C3HegO, kihasadasa a lanckozi ismétlddo egységekbdl
torténik lanchasadas nélkil. A fragmension feltételezett szerkezete ¢és
képzddésének mechanizmusa a 35. dbra 2. sordban lathat6. A tdvozo csoport két
egymas melletti oldallancbol hasad le propionsavként. A deuteralt olddszerben
végzett MS/MS fragmentacidos mérések eredményei aldtdmasztjdk a
feltételezéseket. A Me-pEtOx-bol képz6dd fragmension tomege (652,4 m/z)
1 m/z-vel tolddik el az MS/MS spektrumban, vagyis 1 disszocidbilis hidrogént
tartalmaz (hidroxil végcsoport deuteralodik), mig a H-pEtOx-bol képzddd
termékion tomege 2 m/z egységgel (mindkét végcsoportja tartalmaz 1-1
disszociabilis hidrogént, ami deutériumra cserélddik).
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35. abra
C;H,0 és C3HO, semleges molekulak lehasadasanak mechanizmusa a
prekurzorionrol.

Schubert és csoportja korébban tanulményozta a polimer sorozat tagjainak
MALDI-TOF koriilmények kozott azt tapasztaltak, hogy az egyes addukt ionok
foként toltés tavoli fragmentacidval bomlanak, példaul hidrogén- és etilénvesztés
jelent meg az MS/MS spektrumban. Ezzel ellentétben a protonalt oligomerek
bomlasa az Aaltalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott, a toltés altal
kivaltott fragmentacidos mechanizmussal magyarazhato. Az emlitett kutatocsoport
azt 1s megallapitotta, hogy a pEtOx eldallitasakor hasznalt ¢él6 kationos
polimerizacié lanczard lépése kétféle terméket is eredményezhet (36. abra).'” Azt
talaltdk, hogy a két termék Osszegképlete megegyezik. A mellékterméket az
MS/MS  spektrumbdl tudtdk azonositani, ugyanis a kivant termékhez képest
megjelent egy propionsav vesztés a prekurzorionbol. Ahogyan az a 36. abran
lathato a melléktermék propionsav-észter végcsoportot tartalmaz.
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36. abra

A pEtOx elédllitasanak lanczaré lépése.'™

Ebbdl az irodalmi el6zménybdl arra lehetne kdvetkeztetni, hogy az altalunk
tapasztalt propionsav vesztés is az eldbb emlitett polimerizaciés melléktermék
jelenlétére utal. Sajat kisérleteink eredményei azonban ezt nem tamasztjak ala. Az
LC-MS kromatogram a H és Me végcsoporti pEtOx polimerek jelenlétét erdsiti
meg, de a propionsav-¢észter végcsoportot tartalmazo sorozat jelenlétére nem utal.
A 7 ismétlddé egységet tartalmazé Me-pEtOx prekurzorionbol propionsav
vesztéssel képzddd fragmension (652,474 m/z a 30. 4&bran) tovabbi
spektrumaban az A, B és C sorozatok is megjelennek, vagyis a polimer mindkét
végesoportjat (H/Me és OH) tartalmaznia kell. Javaslatunk szerint ezért a
propionsav lehasaddsa az ismétlodd egységekbdl torténik a 35. abran lathatod
mechanizmussal.

5.3.4. A kiilonbozo lanchosszusdagu pEtOx oligomerek fragmentdciojanak
energiafiiggése

A pEtOx novekvd lanchosszusagti (2-10 monomer egységet tartalmazo)
Meghatéroztuk az egyes prekurzorionokhoz tartozé SY gobéket, amelyeket a 37.a
abran mutatunk be. A 37.b abra a CEsy ¢és a pEtOx polimer lanchosszsaga
kozotti Osszefliggést mutatja kiilonboz6 ionforrassal (APCI, ESI és DART)

ionizalt prekurzorion esetén. A H-pEtOx polimerek fragmentacidjanak
76



Kalmar-Biri Bernadett doktori (Ph.D) értekezés

energiafiiggése a Me-pEtOx esetén tapasztaltakkal teljesen analog, ezért az
abrakon csak a Me-pEtOx-ra vonatkoz6 adatok szerepelnek.

1
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37. abra

(a) A 2-10 monomeregységbol allo pEtOx oligomerek SY-gorbéje APCI ionforras
eseten. (b) Linearis Osszefiiggés az ismétlodo egységek szama és a CEsg értékek
kozott kiilonbozo ionforrasok esetében. (APCI, ESI és DART).

A 37.b abra alapjan tehat megallapithatd, hogy minél hosszabb a
polimerlanc, annal nagyobb iitkozési energia sziikséges az azonos mértékll
fragmentaciohoz. Az ismétlodé egységek szama és a CEsy értékek kozotti
Osszefliggés linedris. Egyetértve Memboeuf €s munkatarsai értelmezésével a
linearis sszefiiggés a kovetkezOképpen értelmezhets:'? Az iitkdzések soran egy
kotésre atadott belsé energia értéke fligg a szabadsagi fokok szamatol, a
prekurzorion és az iitkozési gaz tomegétdl, valamint az iitkdzések szamatol.''®
Egyetlen iitkozés soran a prekurzorionnak 4tadott energia fligg a
tomegkozépponti energiatol és forditottan aranyos a prekurzorion tomegével
(mivel a prekurzorion tomegéhez képest az litk6zési gaz tomege elhanyagolhato).
A kvadrupdl titkézési cellaban, tobbszords iitkozések miatt az iitkozések szama
nd az litkozési hataskeresztmetszettel, vagyis a molekula méretével. Feltételezve,
hogy az 1itkdzési hataskeresztmetszet kozel linearisan valtozik a
molekulamérettel, a kovetkezdkre jutottak. Polietilén-glikol, polipropilén-glikol

119 azt

¢s a politetrahidrofuran polimerekkel végzett ion-mobilitasi kisérletekben
tapasztaltdk, hogy a két hatds, a tomegkozépponti energia csokkenése €s az

iitkozési hataskeresztmetszet ndvekedése (vagyis az {itkozések szamanak
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novekedése) kompenzalja egymast, igy a CEsg értékek csak a szabadsagi fokok
szamatol fliggenek. Mivel az egy kotésre jutd belsd energia forditottan aranyos a
szabadsagi fokok szamaval, a CEsg érték egyenesen aranyos a szabadsagi fokok
szamaval. Egy homolog sorban, vagy példaul egy oligomer sorozatban a CEs
értek ennek megfelelden kozel egyenesen aranyos a molekulatomeggel, vagy az
ismétlodo egységek szdmaval.

A lineéris Osszefiiggésnek koszonhetéen konnyli megbecsiilni, hogy a
molekulatomegtdl fiiggéen mekkora {itkozési energiat kell alkalmaznunk a
sziikséges mértékli fragmentacid eléréséhez. A DART és APCI ionforrasokkal
kapott eredmények jol egyeznek, ugyanis a két ionforrdsban az ionok kdozel
azonos kezdeti bels6 energiaval képzddnek. Az ESI koriilmények kozott képzddod
ionok kezdeti belsd energidja azonban alacsonyabb, ezért nagyobb {itkozési
energia sziikséges az ugyanolyan mértékii fragmentacio eléréséhez.
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6. OSSZEFOGLALO

Az ESI kortilmények kozott képz6dd protonalt buprenorfin szdrmazékok
MS/MS vizsgalatat végeztiik el Q-TOF tomegspektrométerrel. A fragmentacio a
nitrogénen 1évé szubsztituens lehasaddsaval kezdddik, amely a piperidin gytrii
egy részével egylitt tdvozik az prekurzorionrol. Ezzel parhuzamosan a C(6)
szénatomon 1év0 metoxi csoport is lehasad metanolként, valamint a C(7)
szénatomon 1évd csoport fragmentécidja is elindul, kis molekuldk kilépésével.
Meghataroztuk az MS/MS spektrumban megjelend fragmensionok letdrési
gorbéit, amelyek az alkalmazott litkdzési energia fiiggvényében mutatjadk a
termékion intenzitdsat. A  disszociacid energiafliggésének vizsgalatakor
megallapitottuk, hogy azon szdrmazékok, ahol a C(7) szénatomon acetil csoport
talalhatd nagyobb {itk6zési energidnal fragmentdlodnak, mint azok a
szarmazékok, ahol a C(7) szanatomon —C(CH3)(tBu)OH vagy — C(CH3)(Pr)OH
csoportok vannak. Mivel a nitrogénen ¢és a C(7) szénatomon 1évd szubsztituensek
mar kis litkozési energianal lehasadnak, a tovabbi fragmentidcio mind az o6t
vizsgalt vegylilet esetében egy kozds termékionbdl vezethetd tovabb.

Az 1itkdzési energia ndvelésével megindul a kondenzélt gyiirlis alapvaz
fragmentaciodja és szamos 0j fragmension jelenik meg. Javaslatot tettiink a legtobb
képz6dott termékion szerkezetére és a képzddésiikkhoz vezetd reakcidutakra.
Javaslataink Osszhangban vannak a pontos tomeg alapjan meghatarozott
osszegképlettel és a prekurzorion szerkezetével. Pszeudo MS® mérésekkel
igazoltuk az MS/MS eredményekbdl feltételezett fragmentdcios utvonalakat. A
buprenorfin fragmentacios viselkedését mas morfinszarmazékok
a kiilonbségeket a C(18)-C(19) etilén hidbdl eredd eltérd viselkedés eredményezi.
Javaslatot tettiink azon termékionok képzddésének mechanizmusara, amelyeknél
ennek az etilén hidnak szerepe van.

Megvizsgaltuk a szilimarin komponensekb6dl ESI koriilmények kozott

crer

crer

mértékét, a disszocidlatlan hanyad (SY) értékeket minden iitkdzési energianal. Az
SY értékeket az {itkdzési energia fiiggvényében abrazolva megkaptuk a SY
gorbéket, amelyekbdl megallapitottuk, hogy a szilikrisztin A és B fragmentécioja
5 eV-tal kisebb energiandl jatszodik le, mint a tobbi komponens esetében. A
gorbék alapjan meghataroztuk az egyes vegyiiletekhez tartozé CEso értékeket,

vagyis azt az litk6zési energiat, ahol az prekurzorion 50%-ban fragmentalodott.
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A szilibin A ¢és az izoszilibin A fragmentécids viselkedése a két vegyiilet
nagyfok szerkezeti hasonlosaga ellenére eltér egymastol. A szilibin A-bol
nagyobb intenzitassal keletkezik a 301 m/z ion, az izoszilibin A-bol pedig a 453
m/z ion. A 451 m/z ion pedig csak a szilibin A MS/MS spektruméban van jelen,
az izoszilibin A spektrumébdl teljesen hidnyzik. A megfigyelt kiilonbségeket a
masodlagos konformerek eltérd stabilitisaval magyaraztuk. A legstabilabb
konformerben mindkét vegylilet esetén a C és a D gylirli csavartkad allasa és a
rajtuk 1évo szubsztituensek ekvatoridlis helyzetliek. A szilibin és az izoszilibin
azon konfermerei, ahol egyszerre mindkét gylirtin 1évd szubsztituensek axialis
helyzetiiek eltérd stabilitast mutatnak, ez okozhatja a fragmensionok
intenzitasanak eltérését.

A szintetizalt poli-(2-etil-2-oxazolin) polimer karakterizaldsa utan
kiilonboz6é lagyionizacids technikakkal (ESI, APCI, DART) tanulmanyoztuk a
fragmentacios viselkedését. Megmutattuk, hogy a szintézis soran kétféle lancvégi
polimer keletkezik a H-pEtOx (hidrogén és hidroxil végcsoporta) és a Me-pEtOx
(metil és hidroxil végcsoporti polimer). Meghataroztuk a szdmatlag- valamint
tomegatlag-molekulatomegeket és a  polidiszperzitast — méretkizarasos
kramatografidval és tdmegspektrometrids modszerekkel. Osszehasonlitva a kapott
eredményeket megallapitottuk, hogy APCI-MS modszerrel meghatarozott atlag
molekulatomege a vartnal kisebb, mivel a nagyobb tomegili molekuldk mar a
magas hdmérsékletii ionforrasban fragmentalodnak. Az egyszeres pozitiv toltésii
megvizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az egyes prekurzorionok MS/MS
spektrumdban 3 sorozat van jelen. A mért pontos tomegek alapjan
megallapitottuk ezen sorozatok Osszegképletét. Pszeudo MS® mérésekkel
részletesen vizsgaltuk a fragmentécios utvonalakat, és mechanizmust javasoltunk
a fragmension sorozatok képzddésére. Deuteralt oldoszerben végzett MS/MS
vizsgalatokkal sikeresen igazoltuk a javasolt szerkezeteket és fragmentdcios
utakat. A fragmentacid hatdsfokat disszocialatlan hényad (SY) gorbék
segitségével jellemeztiik. Meghatdroztuk a kiilonb6zé polimerizacios foku
hogy linedris Osszefiiggés van a monomer egységek szdma és a CEsy értékek
kozott.
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7. SUMMARY

The collision induced dissociation of the buprenorphine and four related
compounds was studied with ESI-QTOF mass spectrometry. The generalized
fragmentation scheme of the studied compounds starts with the elimination of the
R, substituent from the piperidine nitrogen and the subsequent rupture of the
piperidine ring. This process is parallel with the losses of small molecules from
the R; substituent at C(7) and the methoxy substituent at C(6). Based on the
energy-dependent CID experiments the R; = acetyl group shows higher stability
towards dissociation, although no new routes of fragmentation were observed
when R, is acetyl. In the last stage of fragmentation the core-ring structure is
altered during the multistep rearrangement and cross-ring cleavage processes. The
—ORj substituent at C(3) is eliminated only during these steps. The overall
fragmentation pattern of buprenorphine (5) shows several similarities to that of
the related morphinans, the main differences are due to the presence of the C(18)-
C(19) ethylene bridge in buprenorphine. The energy-dependent fragmentation
profile of a selected precursor or fragment could be easily visualized by the
construction of two-dimensional plots from the recorded mass spectra.

The collision energy dependence of the fragmentation behavior of the major
silymarin constituents was studied by electrospray ionization quadrupole time-of-
flight tandem mass spectrometry. The survival yield (SY) plots of silydianin, the
silybins and the isosilybins coincide with each other, while the SY plots of the
silychristins are shifted to lower energies with about 5 eV. As the breakdown
diagram analysis revealed it is advisable to record the MS/MS spectra of the
components at adjusted laboratory frame collision energies to get the same SY
value (e.g., 50%) in each case, as this technique ensures higher reproducibility,
thus can be utilized for the rapid identification of the silymarin constituents. We
also highlighted and explained that a simple substituent exchange can
dramatically alter the fragmentation properties as in the case of silybin A and
isosilybin A, where the distict fragmentation behavior is due to a stability shift
between the possible conformations. The results of the conformational analysis
show that the double diaxial conformer of silybin A has significantly lower
relative energy compared to the analogous conformer of isosilybin A.

The synthesized poly(2-ethyl-2-oxazoline) polymer was characterized by
SEC, MALDI-TOF MS and Q-TOF MS equipped with ESI, APCI, DART ion
sources. Two different polymer series appeared in the mass spectra because of

chain transfer reactions during the polymerization (one with hydrogen and
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hydroxyl end-groups, and the other with methyl and hydroxyl end-groups). The
average molecular weights and polydispersity were compared after determination
by SEC, MALDI-, APCI- and ESI-MS. The fragmentation behaviour of the
protonated oligomers was studied in the quadrupole-time of flight mass
spectrometer (Q-TOF MS) with electrospray (ESI), atmospheric pressure
chemical ionization (APCI) and direct analysis in real time (DART) soft
ionization techniques. Three product ion series formed from the precursor ion
were identified, and a mechanism was proposed for the dissociation, based on the
accurate mass of the product ions, pseudo MS® experiments and the energy-
dependence of the product ion intensity. Two additional losses were observed in
the MS spectra, the elimination of a side group and elimination of propionic acid
within the chain. The results of the MS/MS experiments of the polymer dissolved
in deuterated methanol confirmed the proposed mechanisms.

The survival yield method was used to describe the efficiency of the
fragmentation quantitatively; and it was studied as a function of chain length of
the pEtOx oligomer and the ionization method. Linear correlation was established
between the number of the repeat units of the oligomers and the laboratory frame
collision energy. This simple relationship enables the prediction of proper
laboratory frame collision energy to obtain structural information for polymers.
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